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RESUMO

Os hidrolisados de proteinas do soro de queijo vém sendo amplamente utilizados para
diversos fins. Dependendo das enzimas utilizadas e meio de reagdo, podemos obter
hidrolisados com diferentes caracteristicas. O intuito do presente trabalho foi hidrolisar as
proteinas do soro de queijo bovino de diferentes maneiras, variando-se a temperatura de
reacdo e modo de adi¢do das enzimas, a fim de se obter hidrolisados com diferentes graus de
hidrélise para posterior aplicagdo em ensaios animais. Os hidrolisados escolhidos para
aplicacdo nos ensaios bioldgicos foram obtidos pela acdo das enzimas pepsina, tripsina,
quimotripsina e carboxipeptidase a 50°C. Dois hidrolisados diferentes foram preparados: um
com maior quantidade de pequenos peptideos (oligo, di e tripeptideos) e outro com maior
quantidade de aminodcidos livres. O soro sem hidrélise também foi utilizado como
suplementagdo para um outro grupo de animais. A intencdo foi testar os dois diferentes
hidrolisados e o soro sem hidrdlise como suplemento para ratos idosos, visando a
minimizacao da sarcopenia. Diversos estudos apontam que férmulas contendo oligopeptideos,
especialmente di- e tripeptideos, possuem maior valor nutricional do que uma mistura
equivalente de aminodcidos livres ou proteinas intactas. Tomando-se como base essa
informacao, delineou-se a pesquisa esperando-se que, o grupo suplementado com as proteinas
parcialmente hidrolisadas obtivesse um melhor desempenho na minimizacdo da sarcopenia.
Todos os 3 grupos suplementados obtiveram aumento na massa muscular e dssea diferindo
significativamente em relagdo ao controle (ndo suplementado) porem, o que apresentou
efeitos mais positivos na minimizagdo da sarcopenia foi realmente o grupo suplementado por
proteinas parcialmente hidrolisadas. Paralelamente a esse estudo, em doutorado sanduiche,
estudou-se a obtencdo de pepsina e tripsina imobilizadas (derivados) em suporte soélido,
estdveis, para posterior aplicacdo na obten¢do de hidrolisados de soro de queijo. A utilizacdo
de derivados em processos de hidrolise, além de promover um produto final mais limpo, livre
de enzimas, garante uma diminui¢do dos gastos da industria, pois permite reaproveitamento
das enzimas utilizadas no processo.

Palavras chave: Hidrolisados. Proteinas do soro de queijo bovino. Ratos idosos. Minimizagao

da sarcopenia. Enzimas imobilizadas.



ABSTRACT

The cheese whey hydrolysates have been widely used for various purposes. Depending
on the enzymes used and the reaction medium, we can obtain hydrolysates with different
characteristics. The purpose of this study was to hydrolyze bovine cheese whey proteins in
different ways, varying the temperature of reaction and enzyme addition, in order to obtain
hydrolysates with different degrees of hydrolysis for application in animal tests. The
hydrolysates chosen for application in biological assays were obtained by the action of
enzymes pepsin, trypsin, chymotrypsin and carboxypeptidase at 50°C. Two different
hydrolysates were prepared: one with a larger amount of small peptides (oligo-, di-and
tripeptides) and another with larger amount of free amino acids. Serum without hydrolysis
was also used as a supplement to another group of animals. The intention was to test the two
different hydrolysates and whey without hydrolysis as a supplement to old age rats in order to
minimize the sarcopenia. Several studies indicate that formulas containing oligopeptides,
especially di-and tripeptides, have higher nutritional value than an equivalent mixture of free
amino acids or intact proteins. Taking this information as a basis, the research was then
outlined expecting that the group supplemented with partially hydrolyzed protein could obtain
a better performance in reducing the sarcopenia. The all 3 supplemented groups showed
increase in muscle mass and bone and differ significantly from control (not supplemented).
However, the group who presented the most positive effects in reducing the sarcopenia was
actually the group supplemented with partially hydrolyzed protein. In parallel with this study,
in sandwich PhD, the attainment of immobilized pepsin and trypsin (derivatives) in solid
support, stable was studied, for further application to obtain cheese whey hydrolysates. The
use of derivatives in hydrolysis processes, promote a cleaner final product free of enzymes,
and provides a reduction in industry spending, because it allows to reuse the enzymes in the
processes.

Keywords: Hydrolysates. Bovine cheese whey. Old rats. Minimization of sarcopenia.

Immobilized enzymes.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. A UTILIZACAO DA PROTEINA DO SORO DO QUEIJO BOVINO COMO
ALTERNATIVA PARA O REAPROVEITAMENTO DO RESIDUO E FORNECIMENTO
DE AMINOACIDOS E PETIDEOS PARA A SUPLEMENTACAO NUTRICIONAL.

De acordo com a FAO, a producdo mundial de leite de vaca em 2005, foi de
aproximadamente 530.718 mil toneladas. Dentro desse contexto, o Brasil encaixa-se em 7°

lugar sendo responsavel por 4,4% da produ¢ao mundial (FAO, 2009).

O leite de vaca, como € sabido, € a matéria-prima utilizada na confec¢io de
queijos. No Brasil, os queijos tiveram um consumo recorde nestes tltimos cinco anos (ABIQ,
2009). Inevitavelmente, em razdo da fabricacdo de queijos, sdo produzidos anualmente no
Brasil cerca de 3,5 mil toneladas de soro (ABIQ, 2009). Em média, para a fabricacdo de um
quilo de queijo, sdo necessarios dez litros de leite e, dependendo da dgua utilizada na fébrica,

sdo recuperados de 9 a 12 litros de soro.

Em razdo da sua composicao nutricional e do grande volume produzido, o soro
do queijo é considerado um subproduto de grande importancia. E um liquido de cor verde -
amarelo e sabor ligeiramente acido ou doce, obtido pela coagulagdo do leite e reducao do pH.
Segundo Kosikowski (1979), o soro, por¢do aquosa do leite que, durante a fabricacdo
convencional de queijos ou da caseina, se separa, ¢ responsavel por 85 a 95% do volume do
leite, retendo 55% dos nutrientes do mesmo. E um potente agente de poluicio e, devido a sua
alta demanda bioldgica de oxigénio (DBO) - cerca de 30.000 a 50.000 mg de oxigénio por
litro de soro -, pode provocar a destruicao da flora e da fauna. Este valor € aproximadamente

100 vezes maior do que o de um esgoto doméstico (RICHARDS, 2002).

A composicdo do soro varia em fun¢do do queijo produzido, mas, em média, é
constituido basicamente de 93% de dgua e somente 7% de matéria seca (parte sélida), sendo
que, deste total, 70% ¢ lactose, 10% proteina bruta (PB), 9% gordura e 11% sais minerais
(KOSIKOWSKI, 1979). E certo também, que o soro do queijo é uma mistura variada de

proteinas que contém uma larga classe de propriedades quimicas, fisicas e funcionais.

Levando-se em conta tais aspectos, uma das alternativas para resolver o
problema de desperdicio, poluicdo e custo elevado no tratamento de efluentes, seria a

transformagdo dos residuos protéicos, em produtos comercializdveis. Com o auxilio de



processos técnicos modernos de separacdo e hidrélise, o soro do queijo vem sendo

transformado em produtos de amplas utilidades.

Sabemos que a proteina é nutriente indispensdvel na dieta. E constituida de
aminodcidos e, a responsdvel por todos os processos necessdrios para a construcdo e
manuten¢do dos tecidos organicos (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 1998). O soro de queijo,
por possuir contetido protéico de origem animal, é considerado um subproduto de alto valor
bioldgico.

Diversos trabalhos t€ém demonstrado que as proteinas do soro apresentam
algumas vantagens em relacio as caseinas (BARO et al., 1995). Diferencas fundamentais no
metabolismo e na acdo fisioldgica das caseinas e das proteinas de soro de queijo, baseiam-se
na propriedade das proteinas do soro ndo sofrerem alteracdes conformacionais pelos acidos
estomacais. Ao atingirem o intestino delgado sdo rapidamente digeridas e seus aminodcidos
absorvidos, elevando rapidamente a concentracdo aminoacidica do plasma e estimulando a
sintese de proteinas nos tecidos (BORIE et al., 1997). A maioria das atividades estudadas
sobre as proteinas do soro do queijo descreve sua atividade anticarcinog€nica e, mais
especificamente, seu papel protetor contra o cancer de célon e como estimulador de resposta

imune (BARO et al., 2001).

E certo afirmar que as proteinas, para serem absorvidas pelo trato
gastrointestinal, necessitam ser hidrolisadas. Por esse motivo, diversos processos de hidrolise
das proteinas vém sendo desenvolvidos no intuito de melhorar propriedades fisicas, quimicas
e funcionais dos alimentos, sem prejudicar seu valor nutritivo, melhorando particularmente, as

caracteristicas de absorcao das proteinas (PACHECO et al., 2005).

A hidrélise é um processo suave que ocorre em uma série de estidgios e, como
ndo ¢ feita em paralelo com reacdes de degradacdo de outros componentes do meio, permite o
controle da funcionalidade do produto final através da especificidade das enzimas utilizadas

(MONTI & JOST, 1978).

Ultimamente, tem havido um grande interesse por parte das inddstrias em
alguns fragmentos protéicos especificos presentes na dieta (BARO et al., 2001), bem como,
em suas propriedades funcionais. As aplicagdes de hidrolisados de proteina como fonte de
aminodcidos livres e de pequenos peptideos sdo inimeras. Dentre elas podemos destacar:

formulacao de dietas enterais, utilizacdo em suplementos esportivos, sorvetes, bebidas l4cteas,



misturas para sucos, confeccdo de marcadores de massa molecular, utilizacdo em

medicamento entre outras.

Uma das aplicagdes mais importantes dos hidrolisados de proteina é a sua
utilizacdo como fonte de nitrogénio na formulagdo de dietas enterais, destinadas a alimentagao
infantil e de adultos enfermos (GUADIX et al., 2000). Para exemplificar podemos citar
estudos em que se tém demonstrado que os hidrolisados de proteina sdo importantes quanto
destinados ao uso dietético, pois, sdo ricos em peptideos de baixo massa molar, especialmente
di e tripeptideos e, aminodcidos livres com valores terapéutico e nutricional altos

(SILVESTRE, 1996).

Além das aplicacOes citadas acima, os componentes do soro do leite podem ser
utilizados na formulacdo leites fermentados, ricota, bebidas nutricionais e fortificadas,

chocolates, dentre outros produtos.

Como exemplo de enzimas envolvidas no processo de hidrdlise, podemos citar
as proteases comerciais, que podem ser classificadas segundo sua origem, acdo catalitica ou
natureza do sitio catalitico. Cada uma das espécies se diferencia das outras, pela solubilidade,
que corresponde ao tamanho das moléculas, e a relagdo nitrogénio amino/nitrogénio total

(GUADIX et al., 2000).

Hoje em dia existem muitas formulas nutricionais que contém peptideos, mas o
tipo e a quantidade desses peptideos dependem da fonte protéica (caseina, lactoalbumina,

soja, carne, leite) e do grau e tipo de hidrélise enzimatica utilizada (BARO et al., 2001).

A maioria dos hidrolisados protéicos de soro de queijo existentes sao obtidos
pela hidrdlise das proteinas por enzimas soliveis. A utilizagdo de enzimas imobilizadas na
hidrélise do soro de queijo ainda é pouco explorada, apesar de existirem intimeros trabalhos

sobre imobilizacao de proteases (MARTfN, 1988; MANRICH et al., 2008; SABINO, 2008).

Virias vantagens podem ser obtidas quando a hidrdlise ocorre por enzimas
imobilizadas. A enzima imobilizada, apdés realizar a hidrélise do substrato, pode ser
recuperada facilmente do meio de hidrélise podendo ser reaproveitada vérias vezes
diminuindo, dessa maneira, os custos da empresa com enzimas. Outra vantagem € que a
enzima sendo recuperada deixa o produto livre do catalisador utilizado na reag@o de hidrolise.
Por ultimo podemos citar que a enzima imobilizada geralmente apresenta estabilidade

superior ao ser comparada a enzima soldvel.



Uma larga classe de suplementos constituidos por hidrolisados de proteinas de
soro de queijo pode ser encontrada no mercado. Cada suplemento € formulado com o intuito
de atender uma necessidade nutricional (criancas, gestantes, desnutridos, diabéticos, dentre
outros). Um dos mercados mais rentdveis para a proteina de soro de queijo € o da

suplementac¢do esportiva.

Um mercado pouco explorado € o de suplementagcdo para idosos. A maioria
dos suplementos utilizados para desnutricio pode ser utilizada para idosos; porém, sua
especificidade se torna pequena quando se busca somente um tipo de macroutriente em sua
formulacdo. Estes suplementos geralmente possuem uma mistura de macronutrientes
(gordura, proteinas e carboidratos) e grande quantidade de microutrientes; além disso, a os
suplementos existentes possuem flavorizacdo (chocolate, morango, baunilha, dentre outros) e
os idosos, geralmente inapetentes, ndo conseguem consumir estes produtos por longo periodo
sem enjoarem do produto. A formulacdo de um concentrado de proteina hidrolisada sem sabor
agregado seria a melhor opcdo para atender as necessidades dos idosos relacionadas a

deficiéncia na ingestao protéica.

2. APOPULACAO IDOSA NO BRASIL

O envelhecimento da populacdo € reflexo do aumento da expectativa de vida,
que por sua vez, é reflexo de melhorias ocorridas no sistema de satide e redugdo na taxa de
natalidade. Um individuo € considerado idoso, de acordo com a OMS (Organiza¢do Mundial
da Sadde), quando apresenta-se com idade superior a 60 anos. De acordo com o dltimo censo
(2000) realizado no Brasil pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) os
idosos sdo hoje 14,5 milhdes de pessoas, cerca de, 8,6% da populacdo total do pais. Ainda de
acordo com o mesmo Instituto, relata-se que em uma década, a populacdo de idosos cresceu
17%. Espera-se com o crescente nimero de idosos que no ano de 2025, a populacdo idosa

brasileira atinja 30 milhdes de pessoas, ou seja, 15% da populacao (SILVA, 2005).

Sabemos que o Brasil, como qualquer outro pais em desenvolvimento, ainda
busca alternativas econdmicas para melhorar e adequar o pafs como um todo e que o
desenvolvimento total € um processo lento; portanto, é facil imaginar que o pais podera ter

grandes dificuldades quanto a manutengdo desses idosos.



3. 0 PROCESSO DE ENVELHECIMENTO E A MANUTENCAO DA NUTRICAO
EM IDOSOS

A populagao brasileira vive hoje, em média, 68,6 anos, 2,5 anos a mais que no
inicio da década de 90. Com esses indices, ao contrario do que aconteceu em paises
desenvolvidos, que tardaram cerca de 100 anos para ter uma populagdo de idosos
proporcionalmente grande, em relacdo a populagdo economicamente ativa, o Brasil, prepara-
se para envelhecer sua populacdo ainda em fase de desenvolvimento econdmico. Mas, a
importancia dos idosos para a economia do pais ndo se resume a sua crescente participa¢dao na
populacdo total do pais, mas sim, porque boa parte dos idosos hoje sdo chefes de familia e
ainda sustentam seus filhos. Vérios questionamentos surgem entdo. Estaria o Brasil preparado
para sustentar uma populacao de idosos oferecendo-lhes respaldo econdmico, médico, social e

cultural a que teriam direito?

O envelhecimento € definido como um processo progressivo, gradual e
varidvel, caracterizado pela perda crescente de reserva funcional. Em conseqiiéncia ocorrem
alteracdes morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e psicoldgicas, tornando o individuo mais
propenso a adoecer, o que aumenta suas chances de morte. Essas mudangas naturais que
ocorrem no envelhecimento, podem levar a limitacOes funcionais associadas a afeccOes
agudas ou crOnicas, tornando os idosos mais suscetiveis aos riscos ambientais (PORTO,

2009).
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O envelhecimento também é marcado por uma perda progressiva de massa
corpérea magra, assim como mudanca na maioria dos sistemas organicos (BONNEFOY,
2003). Na realidade ndo se sabe ao certo se as mudangas fisiolégicas ocorridas durante o
envelhecimento sdo resultado inevitdvel dos eventos programados geneticamente, ou de
influéncias ambientais prolongadas (MAHAN & ESCOTT- STUMP, 1998). O que se sabe é
que a sarcopenia parece decorrer da interagdo complexa de distirbios de inervagdo,
diminui¢do de hormonios, aumento de mediadores inflamatérios e alteragdes da ingestdo
protéico-caldrica. A perda de massa muscular € responsdvel pela perda da mobilidade e

aumento da incapacidade funcional e dependéncia (SILVA et al., 2006).

Estima-se que a partir dos 40 anos, ocorra perda de 5% de massa muscular a
cada década, com declinio mais rdpido apds os 65 anos particularmente nos membros

inferiores (SILVA et al., 2006). Estudos de caddveres com diversos métodos radiolégicos



demonstraram que ocorre perda de 40% da drea seccional transversa de varios grupos

musculares (biceps, triceps, quadriceps) com a idade (SILVA, et al., 2006).

Algumas complicagdes sdo observadas quanto a ingestdo recomendada de
proteinas nessa fase da vida. A reducdo da ingestdo alimentar, a ‘“anorexia do
envelhecimento”, € fator importante no desenvolvimento e progresso da sarcopenia
principalmente quando associada a outras co-morbidades. Multiplos mecanismos levam a
ingestdo alimentar reduzida no idoso, tais como perda de apetite, reducdo do paladar e olfato,
saude oral prejudicada, saciedade precoce (relaxamento reduzido do fundo géstrico, aumento
da liberagdo da colecistocinina em resposta a gordura ingerida, elevacdo da leptina). Fatores
psicossociais, econdmicos € medicamentos também estdo envolvidos (SILVA et al., 2006).

A absor¢do intestinal de célcio diminui com a idade em ambos, homens e
mulheres. Muitos estudos sugerem um declinio na absor¢cao comec¢ando entre 50 e 60 anos de
idade (IRELAND, 1973). A densidade Ossea € diminuida e a osteoporose € uma complicagdao

freqiiente (FIATARONE, 1994).

Assim, devido ao crescente aumento da populacdo idosa brasileira, muito se

deve discutir sobre tais eventos incapacitantes nessa faixa etdria.

De acordo com a DRI (2006), em média para a manuten¢do de uma dieta
sauddvel, um individuo adulto deve ingerir cerca de 46 g/dia (mulheres) e 56 g/dia (homens)
respectivamente de proteina; aproximadamente 0,8 g/Kg de peso/dia. A recomendacio de
proteinas € facilmente atingida quando se realiza uma dieta balanceada rica em carnes, ovos,
peixes, frango, leite e derivados e, leguminosas (PHILIPPI et al, 1999). Para os vegetarianos,

alcancar a recomendacdo se torna um pouco mais complicado.

A recomendacio de proteina para os idosos (individuos com 60 anos ou mais),
¢ igual a dos adultos, ou seja, 0,8 g/Kg peso/dia, porém, durante a tltima década um crescente
corpo de pesquisa revela que o consumo de proteinas acima da DRI € benéfico na manuten¢do
da funcdo muscular e mobilidade e no tratamento de doencas incluindo obesidade,
osteoporose, diabetes tipo II, sindrome metabdlica, doenga cardiaca e sarcopenia (LAYMAN,

2009).

Nio existem muitos estudos a cerca deste assunto, mas, tendo em vista a
deplecdo protéica que os idosos sofrem com o avangar da idade devido a varios fatores
fisiolégicos, torna-se plausivel a justificativa de um incremento no consumo protéico por

esses individuos.



Neste sentido entdo, desenvolveu-se a presente tese. Métodos de hidrélise
foram estudados para a producdo de hidrolisados de proteinas do soro de queijo bovino com
enzimas soliveis e imobilizadas e em seguida, estes hidrolisados obtidos foram utilizados
como suplemento nutricional na alimentacdo de ratos idosos com o intuito de minimizar a

sarcopenia e consequentemente as alteracdes causadas por ela.
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CAPITULO 1

Obtencao de hidrolisados de proteinas do soro de queijo por enzimas solaveis.

INTRODUCAO

1. Proteinas do soro de queijo
1.1 p-Lactoglobulina (p-Lg)

A B-lactoglobulina, quantitativamente, € a principal proteina do soro,
representando cerca de 50%. Sua proporg¢ao € de 3,3g/L leite bovino. No pH normal do leite
(pH 6,68) ela ¢ um dimero de massa molecular total de 36 kDa formada pela associacao de
duas subunidades globulares idénticas de massa molecular 18.400 kDa (LOURENCO, 2000).
Cada unidade possui estrutura primdria constituida de 162 residuos de aminodcidos em que
estdo presentes duas ligagdes dissulfeto intramoleculares que unem o residuo de aminoécido
66 ao 160 e o residuo 106 ao 121, e um grupo sulfidrilo reativo. A estrutura secunddria da f3-
Lg parece ser formada por 15% de a-hélice, 50% de folhas § e de 15% a 20% de voltas B. A
B-Lg nativa é muito resistente a protedlise pela pepsina em pH 2,0 e o aquecimento entre 50 e
70° C ndo aumenta a porcentagem de hidrélise, mas o aquecimento da proteina a 90°C antes
da hidrdlise facilita a acdo da pepsina. A B-Lg nativa e aquecida em pH 9,0 a temperatura

entre 50 e 70° s@o hidrolisadas com eficécia pela quimotripsina.

Ensaios bioldgicos realizados com animais de vdrias espécies mostram que a
B-Lg € resistente a digestdo géstrica e, pode ser considerada o principal alérgeno do leite
bovino e das férmulas l4cteas infantis. Suas principais fungdes bioldgicas sdo: carreador de
retinol, ligacdo com 4cidos graxos, potencial antioxidante e precursor de peptideos bioativos
(FUNCIONAIS E NUTRACEUTICOS, 2008). De acordo com Shah (2000) a B-
lactoglobulina em seu fragmento 102- 105, possui uma seqiiéncia peptidica YLLF (B-

lactoforina) que possui efeito estimulador ndo opidide sobre o ileo.



1.2 a- Lactoalbumina (a-La)

A a-lactoalbumina é a segunda principal proteina do soro estando presente em
quantidade de 1,2g/L. de leite. A familia a-La consiste em um componente quantitativo
principal de massa molecular 14,2 kDa (a menor proteina do soro) e possivelmente outros
componentes em pequenas quantidades. A proteina € formada por 123 residuos de
aminodcidos € rica em residuos lisil, treonil, triptofanil e cisteinil, tem ponto isoelétrico em
pH 5,1 e quatro liga¢cdes dissulfeto intramoleculares que unem os residuos 6 e 120, 28 e 111,
61 e 77 e 73 e 91, os quais estabilizam sua conformagao nativa ao tratamento (LOURENCO,
2000). Os estudos de estrutura secundaria dessa proteina sugerem uma molécula de
conforma¢do dobrada compacta com 26% de a-hélice, 14% de conformacdo B e 60% em

espiral ao acaso. Sua desnaturagdo ocorre em faixa ampla de temperatura (70 e 96°C).

Suas principais funcgdes bioldgicas sdo: sintese de lactose em glandulas
mamadrias, carreador de Ca (célcio), imunomodulacio, anticarcinogénico e precursor do
peptideo bioativo o~ lactoforina (fragmento 50-53), que possui ac@o opidide (antagonista) e
de inibicao de ECA (enzima conversora de angiotensina) atuando no controle da hipertensao

arterial (FUNCIONAIS E NUTRACEUTICOS, 2008 & SHAH, 2000).

1.3 Soro Albumina Bovina (SBA)

A SBA tem conformacdo nativa globular soldvel em dgua, formada por uma
cadeia polipeptidica constituida de aproximadamente 580 residuos de aminoécidos de massa
molecular 66,3 kDa, com pl em pH 4,7 a 4,8. Sua estrutura secunddria contém cerca de 54%
de o-hélice e 40% de conformacgdo-B (folhas-p e voltas-f) (LOURENCO, 2000). Essa
proteina tem um grupo sulfidrilico no segmento amino-terminal e 17 ligacGes dissulfeto
intramoleculares que s@o inacessiveis a redugcdo por agentes quimicos porque, estdo
confinadas no interior da conformacao nativa. Suas ligacdes dissulfeto sdo reduzidas apenas
em meio contendo agentes desnaturantes (uréia ou hidrocloridrato de guanidina). E resistente
a desnaturacdo térmica a 60°C por tempos prolongados. A soroalbumina bovina apresenta-se
na concentracdo de 0,3g/L de leite bovino e estd ligada principalmente na producdo de dois

peptideos bioativos: serotonina e albutensina A. O primeiro, provém do fragmento 399-404 e



possui atividade opidide e o segundo promove a contragdo do ileo e € inibidor de ECA

(fragmento 208-215) (FUNCIONAIS E NUTRACEUTICOS, 2008 & SHAH, 2000).

1.4 Imunoglobulinas

Todas as imunoglobulinas, presentes na concentragdo de 0,6 a 1,0g/L de leite,
sdo glicoproteinas mondmeros ou polimeros de uma molécula de quatro subunidades das
quais duas sdo leves de massas moleculares 20 kDa e duas sdo pesadas, de massas
moleculares 50 a 70 kDa que se associam por meio de ligagdes dissulfeto e interagcdes nao

covalentes.

Essas proteinas sdo divididas em quatro grupos designados IgA, IgE, IgG e
IgM. Em cada molécula de um grupo ou subgrupo a estrutura primdria das duas subunidades
pesadas sdo idénticas e apresentam uma regido constante de 310 a 500 residuos de
aminodcidos e uma regido varidvel de 107 a 115 residuos. As imunoglobulinas do soro
representam 0,7% a 2% da proteina total do leite. A IgG é o grupo principal e compreende
80% do contetdo total dessas proteinas (LOURENCO, 2000). Como o préprio nome diz as
imunoglobulinas possuem fun¢do na protecdo imune especifica (antisoros e sistemas

complementares) (SHAH, 2000).

1.5 Glicomacropeptideo (GMP)

O GMP ¢ um peptideo tnico que possui 64 residuos de aminodcidos e massa
molar de 6,755 kDa. Esse peptideo C- terminal (residuos 106-169) € liberado da k-caseina
durante a fabricagdo de queijos (FURLANETTI, 2003). Presente no leite bovino na
concentracdo de 1,2g/LL de leite, possui funcdes bioldgicas antiviral, antitrombdtica,
bifidogénica e de regulacdo gastrica. O principal peptideo bioativo derivado dessa proteina € a

Casoplatelina que possui atividade antitrombética (SHAH, 2000).



1.6 Lactoferrina e lactoperoxidase

A lactoferrina e a lactoperoxidase sdo duas outras proteinas do soro de queijo.
A primeira é capaz de ligar e transportar o ferro tem funcdo antimicrobiana, antioxidativa,
anticarcinogénica, antiinflamatoria, e regula o crescimento celular e a segunda, possui amplas
acoes sendo a principal a de promover efeito antioxidante. A lactoferrina possui massa molar
de 80 kDa e a lactoperoxidase 78 kDa. Ambas aparecem em pequena propor¢do no leite
bovino (0,1g/L leite (lactoferrina) e 0,03g/L leite lactoperoxidase) (FUNCIONAIS E
NUTRACEUTICOS, 2008).

2. Enzimas Proteoliticas

2.1 Pepsina

A pepsina é uma endopeptidase que hidrolisa ligagdes peptidicas entre os L-
aminodcidos com melhor acdo na tirosina e fenilalanina seguidas por dcido glutdmico e
cisteina ou citina; porém, as hidrdlises sdo mais rdpidas entre aminodcidos aromaticos. Atua
em pH dacido (~2,0). De acordo com Nissen (1992) existem vérios tipos de pepsinas que
podem ser classificadas em A, B, C e D. As pepsinas A e D sdo secretadas na mucosa géstrica
findica enquanto as pepsinas C e B sdo secretadas na mucosa géstrica pilérica, onde o pH é

mais baixo.

2.2 Tripsina

A tripsina € uma endopeptidase que hidrolisa liga¢cdes peptidicas em que o residuo do lado
carbonil € arginina ou lisina. Este procedimento desenrola a proteina deixando os residuos
aromaticos e hidrofébicos mais disponiveis (WHITAKER (1966) apud TAARDIOLI et al.,

2003). A massa molecular dessa enzima é 24 kDa e seu pH 6timo situa-se entre 7,0 € 9,0.

2.3 Quimotripsina

A quimotripsina é uma endopeptidase que cliva oligopeptideos quando o aminodcido
carboxilico € residuo hidrofébico como os aminoécidos aromaéticos (triptofano, fenilalanina

e tirosina), leucina, isoleucina e outros. O pH 6timo dessa enzima situa-se entre 7,5 e 8,5.



2.4 Carboxipeptidase

A carboxipeptidase é uma exopeptidase que rapidamente remove amino dcidos aromaticos
da extremidade carboxil terminal (AMBLER (1972) apud TARDIOLI et el., 2003). O pH e

temperatura 6tima de hidrélise sdo respectivamente 7,5 e 25°C.



OBJETIVOS

1. Geral

- Hidrolisar as proteinas do soro de queijo bovino com enzimas soltiveis visando a
obtencdo de hidrolisados com diferentes graus de hidrdlise para posterior utilizagdo em

ensaios biolgicos com animais.

2. Especificos

- Utilizar diferentes combinacdes enzimaticas e observar a influéncia da temperatura e
da adicdo das enzimas em tempos diferentes de reacdo, na hidrélise das proteinas do soro de
queijo;

- Analisar os hidrolisados quanto ao grau de hidrdlise por eletroforese e cromatografia

(CLAE) e comparar os diferentes hidrolisados obtidos;

- Definir quais sdo os hidrolisados que deverdo ser produzidos e as quantidades a
serem produzidas de cada um deles para preparar o suplemento que serd administrado aos

animais nos ensaios biolégicos (CAPITULO 2).



MATERIAL E METODOS

MATERIAL

1. Soro de queijo

O soro de queijo foi produzido no laboratério de enzimologia industrial- Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas- Unesp- Araraquara, a partir do leite B (Cooperativa Dy Letto) e

renina comercial de Aspergillus niger da marca Estrela.

2. Enzimas e Tampoes

Tanto a Pepsina (EC 3.4.23.1 - 1290 unid.mg proteina"l) como Quimotripsina (EC
3.4.21.1 - 55 unid.mg proteina’l), Tripsina (EC 3.4.21.4 - 1300 of BAEE unid.mg sélidos™) e
Carboxipeptidase foram adquiridas comercialmente da Sigma®. J4 o &4cido ascorbico e

hidréxido de amdnio utilizados para ajuste de pH foram adquiridos da Merck®

3. Reagentes utilizados nas dosagens de proteinas, aminoacidos e peptideos
e acdcar redutor

3.1 Proteinas

Para a dosagem de proteinas foram utilizados os seguintes reagentes: Sulfato
de cobre, tartarato de sédio-potdssio, carbonato de sédio e hidroxido de sédio (Merck®),

Folin-Ciocalteau e soro albumina bovina (Sigma, Chemical Co., EUA®).



3.2 Aminoacidos e peptideos

Acido tricloroacético, sulfato de cobre, tartarato de sédio-potdssio, carbonato
de sodio e hidroxido de so6dio (Merck®), Folin-Ciocalteau e tirosina (Sigma, Chemical Co.,

EUA®).

3.3 Actcar redutor

Para a dosagem de actucar redutor foram utilizados os seguintes reagentes:

acido 3-57dinitrosalicilico (DNS) (Sigma) e lactose (Riedel®).

3.4 Gordura

Para a dosagem de gordura foram utilizados: dlcool isoamilico (marca Synth®)

e acido sulfurico (marca Merck®).

4. Filtracao

O caulin utilizado para a filtracdo de gorduras foi da marca Reagen.

5. Dialise

As membranas utilizadas para dialisar o soro foram doadas pela Trip- Fort

(Hoester®).



6. Eletroforeses

Para a realizacdo das eletroforeses utilizou-se: Glicina, SDS, Temed, Comassie
Brilhant Blue (Sigma, Chemical Co., ®) Tris-HCI] (Vetec®); Acrilamida, bisacrilamida e
persulfato de amonio (Merck®); Metanol, e 4cido acético (Synth®) e kit com marcadores de
massa molecular (Amersham Biociences GE®). O tampao utilizado para a realizacdo das

eletroforeses foi o TRIS- glicina SDS da Sigma® concentrado 10x.

7. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os reagentes utilizados para a cromatografia foram: &acido trifluoracético (TFA) e

padrao de aminodcidos, Sigma® e Acetonitrila e orto-ftaldeido Merck®.

8. Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram: Centrifuga analitica (Fanem Excelsa Baby II
Modelo 206-R); Banho Maria, com agitacdo e aquecimento Dubnoff (Marconi); pHmetro
(Micronal B-374); Espectrofotometro (Utrospec 1000); Bomba de Vacuo adaptada pelo
Cemeq-Unesp; Cuba para eletroforese em acrilico com eletrodos adaptados (Sigma); Fonte de
eletroforese 0-500 volts e de 0-250 mA (Amersham Biociences GE) e Cromatégrafo (Varian
ProStar), composto por duas bombas modelo 210, injetor automdtico ProStar 400, detector
UV/ Visivel modelo ProStar 320 e integrador Star, analisador Shimadzu LC-10A/C- 47A;
coluna principal: LC Column Shim-pack amino NA (P/N 228-18837-91) e pré-coluna: Shim-
pack ISC 30/S0504 (Na), (P/N 228- 14206-91), controlado por uma Workstation para

manipulacao e tratamento dos dados.



METODOS

1. Preparo do soro de queijo e anilise da quantidade de proteina, acicar redutor e

pH do soro produzido

O soro de queijo bovino foi preparado a partir do leite bovino tipo B e da enzima
renina (coalho comercial). CaCl, (0,5mol /L, 0,5%) foi adicionado para a precipitacdo da
caseina total. A mistura foi mantida durante uma hora a 35 ° C. Apds a coagulagdo, o queijo
foi cortado e o soro foi retirado através de um processo de filtracdo simples com gaze. O soro
obtido foi dialisado por 24 horas sob constante agitacdo contra dgua destilada para a remog¢ado
da lactose. Apo6s a didlise, caulim (0,02g/mL) foi adicionado ao soro para remover a gordura
seguido de filtracdo realizada em um funil de Biichner equipado com filtro de papel. O soro
final foi analisado quanto ao pH e conteudo de proteinas (HARTREE, 1972) e acucares
redutores (3-5' método do &cido dinitrosalycilic (DNS) (MILLER, 1959). O soro foi

armazenado (-8°) em frascos identificados até o momento dos ensaios.

2. Preparo das enzimas hidroliticas

As enzimas pepsina, tripsina e quimotripsina foram diluidas na proporcao de 0,5mg de
enzima pura para cada mL de dgua deionizada. Ja a enzima carboxipeptidase foi preparada na
propor¢do de 0,025uL de enzima pura para cada ml de dgua deionizada. Anteriormente a
defini¢do das diluicdes, varios estudos foram realizados (MARQUES, 2005; CUSTODIO,
2001).

3. Hidrdlise do soro de queijo

Virios estudos foram realizados anteriormente a definicdo da temperatura e pHs a
serem utilizados, bem como a quantidade de enzima a ser adicionada em cada ensaio

(MARQUES, 2005; CUSTODIO, 2001; CUSTODIO et al., 2005).

O soro de leite preparado foi submetido a 5 condi¢des de hidrélise diferentes. Para as

condicoes 1 e 2 o soro foi tamponado com dcido ascérbico 1% para pH final 3. A temperatura



de hidrdlise foi ajustada em 37°C para a primeira condi¢do e 50°C para a segunda condicao.
No tempo zero de reacdo foi adicionada a enzima pepsina na propor¢ao de 0,666uL de enzima
diluida para cada 10 mL de soro. Apds 20 minutos de reacdo o pH foi acertado para 9,5 com
hidréxido de amonio 0,1mol/L e entdo foram adicionadas as enzimas tripsina, quimotripsina e
carboxipeptidase todas em sequéncia na mesma propor¢ao calculada para a pepsina. A reacao

entdo foi mantida até um total de 120 minutos.

Sob a condicdo 3 o soro foi tamponado para pH 3 e a temperatura de hidrdlise foi
ajustada para 50°C. Quando a temperatura foi alcancada, a pepsina foi adicionada. Apés 20
minutos a suspensao (soro + pepsina) foi fervida por 2 minutos para inativagdo enzimatica,
esfriado a 35°C, tamponado para pH 9,5; entdo, as enzimas tripsina, quimotripsina e
carboxipeptidase foram adicionadas todas em conjunto na mesma propor¢do dos ensaios 1 e

2.

As condicoes 4 e 5 seguiram as mesmas temperaturas utilizadas para os ensaios 1 e 2
respectivamente e a hidrdlise por pepsina (pH tamponado para 3) ocorreu durante os
primeiros 20 minutos de reacdo. Apds tamponamento para pH 9,5 as demais enzimas foram
adicionadas e seqiiéncia em intervalos de 10 minutos: tripsina adicionada aos 20 minutos de
reacdo, quimotripsina aos 30 minutos de reacdo e carboxipeptidase aos 40 minutos de reagdo.

A hidrélise foi interrompida aos 120 minutos de reagdo.

4. Analise por HPLC dos produtos de hidrolise do soro de queijo

Em todas as condi¢des amostras foram retiradas aos 40 e 120 minutos de reacdo para
andlise em HPLC. Essas amostras foram fervidas por 3 minutos e congeladas para
subseqiiente andlise por HPLC. Aliquotas de 20uL foram injetadas na coluna. As anélises por
HPLC foram realizadas por um aparelho da marca Varian ProStar ou por um aparelho
Shimadzu LC10A, que utilizavam uma coluna Nucleosil C18 de fase reversa (25 x 0.46cm;
5um; 300 A) com um gradiente linear variando de 5 a 95% de solvente B (A: dgua, 0.045%
TFA; B: ACN, 0.036% TFA) por 30 min, velocidade de fluxo de 1.0 mL/min e detec¢cdo UV
em A 200nm. Os dados gerados pela workstation foram tratados em Origin 5.0 para a

obtencdo dos cromatogramas.



5. Caracterizacio dos hidrolisados

O método de McDonald e Chen (1965) foi utilizado para estimar o produto de reacdo
liberado pelas enzimas. A sensibilidade desse método permite estimar os baixos niveis de
peptideos e aminodcidos formados no meio de reacdo. As aliquotas tomadas de tempos 10,
20, 40, 60, 90 e 120 minutos de reacdo foram analisados. As leituras de absorbancia foram
feitas em A 700 nm. A curva de calibra¢do foi realizada utilizando aminodcido tirosina da

Riedel-de-Haén como padrao. A absortividade estimada foi de 0,511 (mol.mL‘l) 1

6. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS

Em diferentes intervalos de tempo (0,10, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos) aliquotas de
200 pL foram retiradas do ensaio enzimatico. Tampao de amostra (Tris-glicina, SDS, B-ME e
azul de bromofenol) foi adicionado. Depois de um minuto a 100°C, as amostras foram
congeladas para posterior realizacdo das eletroforeses. A eletroforese SDS-poliacrilamida
(12% wlv) foi realizada com base no método Laemmli (1970). Amostras de 25 pL foram
adicionadas e o tempo de corrida foi de 2 horas a 40 mA. 10 uL de um kit padrao de massa
molar (Amershan Biociéncias GE), constituido por fosforilase b (97 kDa), albumina sérica
bovina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina
(20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa) foi utilizado. A coloracdo do gel foi realizada com
Brilliant Blue G-coloidal com base no método Neuhoff (1988).
RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Analise do conteido de aminoacidos

Conforme demonstrado na Tabela 1. as unidades totais de aminodcidos aumentaram
em todas as 5 condi¢des testadas quando comparamos os resultados obtidos para os tempos de
40 e 120 minutos de reacao respectivamente. Sob as condi¢des 1 e 2 o produto de hidrélise
teve um aumento de aproximadamente 480% e 504% respectivamente, 214% quando
submetido a condicdo 3, 128% quando submetido a condicdo 4 e 115% de aumento quando
submetido a condi¢@o 5. Estes valores demonstram que hd um aumento na taxa de hidrolise

das proteinas do soro de queijo, de diferentes maneiras, durante o experimento. Ao analisar os



valores obtidos no tempo de 120 minutos de rea¢do, podemos notar que houve um aumento
nas unidades totais de aminodcidos quando comparamos experimentos sob as mesmas
condic¢des realizados a diferentes temperaturas (condicoes 1 e 2 e 4 e 5). Melhor eficiéncia
catalitica foi alcancada quando as reacdes sao realizadas a 50°C. Os experimentos 4 e 5
alcancaram a melhor eficiéncia catalitica nos primeiros 40 minutos de reacdo, possivelmente

devido a adi¢do das enzimas em separado o que promoveu uma melhor atividade hidrolitica.

Tabela 1. Quantificagdo do produto de hidrélise liberado pela reacdo com diferentes

combinacdes enzimaticas utilizando soro queijo como substrato

Ensaios U totais de aa U totais de aa
(nmol/min/mg de prot) (nmol/min/mg de prot)
(40 min) (120 min)
Condicao 1 (37°) 0,2 0,96
Condicao 2 (50°) 0,25 1,26
Condicao 3 (50°) 0,76 1,63
Condicao 4 (37°) 1,21 1,56
Condicao 5 (50°) 2,2 2,55

Condig¢ao 1 e 2 — adicao de pepsina (pH3.0). Ap6s 20 min. mudanga para pH 9.5 e adi¢do de tripsina,
quimotripsina e carboxipeptidase-A. (Reagdes feitas em 37°C e 50°C respectivamente).

Condic¢ao 3 — adicao de pepsina (pH3.0). Ap6s 20 min., fervura a 100° C por 2min., mudanga para pH 9.5 e
adigdo de tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase-A. (Reacdes feitas em 50°C ).

Condicdo 4 e 5 — adicdo de pepsina (pH3.0). Apds 20 min, mudanga para pH 9.5 e adicdo sequencial a cada 10
minutos 10min. De intervalo de tempo das enzimas tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase-A. (Reagdes feitas

em 37°C e 50°C respectivamente).

2. Analise das proteinas do soro de queijo por HPLC e SDS-PAGE apés diferentes

tratamentos enzimaticos

As figuras 1 e 2 mostram os resultados da hidrdlise das proteinas do soro de queijo
submetido a condi¢do 1, analisados por HPLC e SDS- PAGE respectivamente. A SDS-PAGE
(Fig 2.) revelou algumas bandas de proteinas que nio desapareceram completamente. A

analise cromatografica (Fig. 1A e 1B) confirma isso. Picos atribuidos a pequenas proteinas



podem ser observados no tempo de retencdo de até 25 minutos. Assim, pode-se dizer que a

hidrélise ndo foi completa, sob estas condicoes.

3500000 —

3000000 —- A

2500000 —

2000000 —

1500000

1000000 -

500000 4

o
-500000 T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Abs 280 nm

minutos

3500000 -
3000000 —
2500000 —
2000000 —

1500000

Abs 280 nm

1000000

500000 -

04—

-500000 +————F———————F———F——————————
o 5 10 15 20 25 30 35 40

minutos

Figura 1. A. CLAE do produto de hidrdlise do soro de queijo (condi¢do 1) no tempo de 40
minutos. B. CLAE do produto de hidrélise do soro de queijo (condi¢dao 1) no tempo de 120

minutos.
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Figura 2. Eletroforese do padrio e do produto de hidrélise do soro de queijo (condi¢do 1) nos

tempos de 10, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos de reagao.

As Figuras 3 (HPLC) e 4 (SDS-PAGE) apresentam os resultados para os produtos de
hidrdlise obtidos sob a condi¢do 2 (ver Métodos). A eficiéncia catalitica para a obtencao de
hidrolisados de proteinas do soro, nestas condi¢des, foi melhor do que sob a condi¢do 1 (Fig.
1 e 2). Nos primeiros 15 minutos de reagdo, as proteinas hidrolisadas ndo foram detectadas e
as bandas de proteinas ndo aparecem (Figura 4). No entanto, a Figura 3 (A e B) mostra picos
em diferentes tempos de reten¢do, indicando que ainda havia peptideos nestas amostras. Além
disso, as proteinas de acordo com suas caracteristicas estruturais, em meio aquoso expde suas
regides hidrofébicas aumentando a interacdo com a matriz de fase reversa. A proteinas, em
condi¢des tipicas, sdo dessorvidas da fase reversa da matriz de gel por uma diminuicdo da
polaridade da fase moével, resultando em maior tempo de retencdo, se comparado com
peptideos pequenos que geralmente estdo em um estado de espiral aleatério. A melhor
resolugdo cromatografica, observada na Figura 3B, indica uma hidrdlise enzimdtica mais
eficiente apdés 120 minutos. Os resultados obtidos na condicdo 1 corroboram com estes

resultados.
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Figura 3. A. CLAE do produto de hidrélise do soro de queijo (condi¢do 2) no tempo de 40
minutos. B. CLAE do produto de hidrélise do soro de queijo (condi¢do 2) no tempo de 120

minutos.
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Figura 4. Eletroforese do padrio e do produto de hidrélise do soro de queijo (condi¢io 2) nos

tempos de 10, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos de reagao.

Embora sabendo que a mudanca do pH para 9,5 iria inativar a pepsina, a desnaturacao
térmica da enzima foi realizada com o propdsito de realizar uma inativagdo irreversivel. No
entanto, os resultados obtidos pela hidrdlise de soro submetido a condi¢do 3 (Figuras 5 e 6)
indicam que a reacdo de ebulicdo, apés 20 minutos, para inativar a pepsina para a adicao
posterior de outras enzimas no processo, ndo aumentou a eficiéncia na hidrélise das proteinas
do soro, se comparado a condi¢do 2, que foi realizado na mesma temperatura. A figura 5B
mostra que os peptideos hidrofébicos ainda existem apds o tempo de retencao de 20 minutos,

em contraste ao observado na Figura 3B, porém, nenhuma proteina foi detectada (Figura 6).
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Figura 5. A. CLAE do produto de hidrélise do soro de queijo (condi¢do 3) no tempo de 40
minutos. B. CLAE do produto de hidrélise do soro de queijo (condi¢do 3) no tempo de 120

minutos.



KDA
99
66

43
30

20,1
14,4

P 10 20 40 60 90 120

Figura 6. Eletroforese do padrdo e do produto de hidrélise do soro de queijo (condi¢do 3) nos

tempos de 10, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos de reagdo.

Os resultados obtidos nas condicdes 4 e 5, em que a diferenca fundamental era a
temperatura de hidrdlise sdo apresentados nas Figuras 7 e 8 (condig@o 4), assim como nas 9 e
10 (condigdo 5). A hidrélise das proteinas do soro foi méxima quando o ensaio enzimético foi
realizado a 50°C durante 120 minutos. Os resultados obtidos para o contetido de aminodcidos

totais (Tabela 1) confirmam estes resultados.
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Figura 7. Eletroforese do padrio e do produto de hidrélise do soro de queijo (condi¢do 4) nos

tempos de 10, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos de reagao.
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Figura 8. A. CLAE do produto de hidrélise do soro de queijo (condi¢do 4) no tempo de 40
minutos. B. CLAE do produto de hidrélise do soro de queijo (condi¢do 4) no tempo de 120

minutos.



3500000
. A

3000000
2500000
2000000

1500000

Abs 280 nm

1000000

500000 |

o4

-500000 4+——F——F———————————————————1——
o 5 10 15 20 25 30 35 40

minutos

3500000
3000000 — B
2500000 —
2000000 —

1500000

Abs 280 nm

1000000

500000

04—

-500000 +——-F-———"F"—+—"F—"—"FT—"—"F—"—F—"—7—
o 5 10 15 20 25 30 35 40

minutos

Figura 9. A. CLAE do produto de hidrélise do soro de queijo (condi¢do 5) no tempo de 40
minutos. B. CLAE do produto de hidrélise do soro de queijo (condi¢do 5) no tempo de 120

minutos.
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Figura 10. Eletroforese do padrdo e do produto de hidrélise do soro de queijo (condicdo 5)

nos tempos de 10, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos de reacao.
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CAPITULO 2

Utilizacdo de hidrolisado de proteinas do queijo bovino como suplemento nutricional

para ratos idosos visando a minimizacao da sarcopenia.

INTRODUCAO

1. A sarcopenia em idosos e as pesquisas visando sua minimizacao

A musculatura esquelética constitui o maior tecido do corpo, compreendendo a maior
massa celular e o maior componente protéico do organismo (MOUGIOS, 2006). A massa
muscular é resultante do equilibrio entre sintese (anabolismo) e catabolismo (destrui¢do) de
suas proteinas, principalmente as miofibrilares. A perda de massa muscular associada a
prejuizos da funcao constitui entidade sindromica denominada sarcopenia. A mais comum € a
senil (MORLEY et al., 2001). A palavra sarcopenia, proveniente do grego significa “pobreza
da carne” ou, cientificamente, perda degenerativa de massa e for¢ca nos musculos com o
envelhecimento. Com o envelhecimento, a atrofia do musculo esquelético parece ser
inevitavel. A perda gradual das fibras musculares comeca em cerca de 50 anos de idade e

continua até os 80 anos quando nota-se a auséncia de 50% delas.

Holloszki (1995) identificou possiveis mecanismos que poderiam conduzir a
sarcopenia dentre eles, a redu¢do de motoneurdnios, das secrecdes hormonais (testosterona,

DHEA (Dehidro- Epi- Androsterona), desnutricao e atrofia pelo estilo de vida sedentario.

De acordo com Novak (1972) os homens apresentam maior perda de massa muscular
entre 41 e 60 anos de idade. Para ambos, seres humanos e ratos, a magnitude de perda ¢é
semelhante sugerindo que o mecanismo responsdvel pela sarcopenia seja 0 mesmo em ambos.
O grau de atrofia vai depender ndo somente da alimentacdo do individuo, mas também, do
tipo de atividade fisica executada pelo mesmo ao longo da vida e, logo apds alcancar o

periodo de inicio da perda (FAULKNER et al., 2007).

Virios autores sugerem a utilizacdo de suplementos protéicos e a pratica regular de
atividade fisica no ganho de massa muscular (TONON, MELLO, DIAS & ANANRUMA
(2001); HARAGUCHI, ABREU & PAULA (2006)). Pesquisas com idosos sdo um pouco
mais escassas, apesar de existirem (KATSANOS, et al. (2008); KIM, WILSON & LEE



(2009)). Estudos com idosos utilizando a suplementacdo protéica independentemente da
pratica de atividade fisica regular sdo praticamente inexistentes. Além disso, os estudos
existentes, nao definem uma quantidade fixa para a ingestao desse suplemento pelos idosos

sem que haja dano aos rins e outros 6rgdos inerentes ao metabolismo de proteinas.

Com base em estudos realizados pelo Jean Mayer USDA Human Nutrition Research
Center on Aging localizado na Universidade Tufts, cujos resultados apontam que uma
ingestdo de proteina num nivel de 1,0g/Kg peso/dia poderia fornecer um melhor balanco de
nitrogénio e ndo provocaria alteracdes organicas aos individuos idosos (CAMPBELL et al.,
1994) e, sabendo que originalmente os individuos em idade idosa de acordo com a DRI
(DIETARY REFERENCE INTAKES, 2006) devem ingerir diariamente 0,8 g de proteina/Kg

peso/dia, delimitou-se a pesquisa aqui apresentada.

Um importante dado que foi considerado para determinar o tipo de proteina a ser
oferecida como suplementacio para os ratos idosos, que apresentam uma taxa de absorc@o
diminuida devido a alteracdes fisioldgicas inerentes a senilidade, foi que o comprimento da
cadeia dos peptideos influencia sua taxa de absor¢cao (GUADIX, 2000). Além disso, diversos
trabalhos relatam que férmulas contendo oligopeptideos, especialmente di- e tripeptideos,
possuem maior valor nutricional do que uma mistura equivalente de aminodcidos livres ou

proteinas intactas (FRENHANI, 1999).

Com base na introducdo aqui apresentada e, tendo como objetivo principal a
minimizacdo da perda de massa muscular (sarcopenia), ratos em idade avangada foram
submetidos a suplementacdo com 0,2g prot/Kg peso/dia com proteinas e hidrolisados das
proteinas do soro de queijo para sobrepor a ingestdo de 0,8g prot/Kg peso/dia administrados
pela racdo. Nenhum dos animais foi exposto a atividade fisica, pois o intuito era observar se
por si s o suplemento poderia exercer efeito benéfico na minimiza¢do da sarcopenia e
consequentemente em alteragdes relacionadas a ela. A inten¢do de comparar trés grupos
suplementados (G2: proteina sem hidrélise; G3: proteina parcialmente hidrolisada e G4:
proteina com 90% de hidrélise) era comprovar que os resultados obtidos, poderiam ser
melhores naquele grupo suplementado com o soro hidrolisado parcialmente (suplemento
contendo oligopepetideos, di e tripepitideos) do que nos demais, pois, neste grupo as proteinas

ingeridas poderiam ser mais bem absorvidas favorecendo o estado nutricional.



OBJETIVOS

1. Geral

- Observar se a suplementacdo de 0,2g/ Kg peso/dia com proteinas de soro de queijo e
hidrolisados (soros submetidos as condi¢des de hidrdlise 3 e 5 respectivamente, apresentadas

no Capitulo 1), poderia minimizar a perda de massa muscular em ratos idosos.

2. Especificos

- Comparar através de exames bioquimicos (glicose, colesterol total, triglicerideos,
HDL, TGO, TGP, uréia, creatinina, calcio sérico), massa corporal (peso), massa (peso) dos
musculos (soleus, EDL e tibial), massa do fé€mur, conteudo protéico muscular (musculo
gastrocnémio) e conteddo de cdlcio 6sseo, os efeitos de 3 diferentes suplementos de proteinas
do soro de queijo (sem hidrélise, com hidrdlise parcial e com hidrdlise quase total das

proteinas) na minimizagdo da sarcopenia em ratos 1dosos;

- Observar uma melhor capacidade na minimizacdo da sarcopenia no grupo
suplementado por proteinas do soro de queijo parcialmente hidrolisadas (hidrolisado obtido

através da condi¢do de reacdo de hidrdlise 3).



MATERIAL E METODOS

MATERIAL

1. Animais

Os ratos wistar do sexo masculino, de padrdo sanitdrio convencional, com idade de 40

dias e peso aproximado de 200g foram adquiridos do biotério da UNESP- Campus Botucatu.

2. Racao

A racdo utilizada no periodo de crescimento e envelhecimento dos animais (40 dias a
15 meses de idade) foi a Labina, marca Purina. J4 a racdo utilizada no periodo de
experimentacdo, compreendido por 43 dias, balanceada de forma a fornecer 0,8g/prot/Kg
peso/dia (440mg de proteina/20g de ragdo) e demais nutrientes de acordo com a

Recomendagdo AIN 93 M, foi fornecida pela empresa Prag Solucdes LTDA.

3. Suplementacao

A suplementagdo foi produzida no Laboratério de Enzimologia conforme descrito no

primeiro capitulo da presente tese.

METODOS

1. Analise do protocolo experimental pelo comité de ética

O projeto para experimentagdo com animais de laboratério foi submetido a andlise e

parecer pelo comité de ética, devidamente registrado nesta Universidade. Apds o aceite o



projeto foi colocado em execucdo (Anexo 1). Todas as condi¢des a que seriam submetidos os

animais foram previamente estudadas e respaldadas em literatura pertinente.

2. Criacao dos animais

Os ratos wistar, adquiridos do Biotério de Botucatu, foram criados até a idade de 15
meses, considerada de acordo com diversos autores (Meneguello e Costa Rosa (2002);
Mardon et al. (2008); Medeiros et al. (2003)) como idade avancada (+ 60 anos), para entao,

serem iniciados os experimentos de suplementagao.

E importante ressaltar que os biotérios fornecedores ndo criam animais até que atinjam
a idade avancada. Este é um dos principais entraves na experimentacdo com animais idosos.
Além de apresentarem-se caros para o pesquisador, os animais exigem cuidados didrios,
inclusive aos finais de semanas, feriados e dias festivos, o que acaba demandando varias horas
de mio de obra especializada do pesquisador em periodo pré- experimental. E importante
ressaltar também que tendo em vista que os animais fornecidos chegaram a Universidade com
40 dias de idade, o periodo de pré-experimentacao foi, portanto, de 13,5 meses; isto &, mais de

um ano.

Os biotérios existentes nas Universidades geralmente possuem grande rotatividade de
experimentos, portanto, € dificil encontrar um local para criar animais por tanto tempo. Um
outro ponto a ser ponderado € a grande variabilidade no peso que ocorre em animais criados
por longo periodo. Mesmo iniciando a criacdo com animais de peso praticamente igual
(variabilidade maxima de 5g) durante o periodo de criacdo, os animais apresentam- se
diversamente com relagdo ao peso. Existem aqueles que se desenvolvem menos e aqueles
mais o que é normal em uma populacio. Entdo, para que tenhamos no inicio experimental um
grupo de 10 animais com uma homogeneidade variando em no maximo 5%, temos que criar
uma quantidade de 15 animais. Esta variabilidade de peso pode ser vista como um problema
para uma pesquisa que visa um refinamento experimental e uma anélise estatistica de dados
para comprovacgdo de resultados. Para minimizar esses efeitos seria provavelmente necessaria
a criacdo de um nimero de animais muito superior ao nimero amostral a ser adotado. Porém,
isto incorreria em mais procura por espaco, dinheiro além da geracao de excedente de animais

sem destino.



Durante os 4 primeiros meses de criagdo, os animais foram mantidos em grupos de 4
animais por caixa pldstica contentora de polipropileno medindo 41 x 34 x 16 cm (CxLxA)
dotada de grade com cocho préprio para a colocagdo de racdo e apoio para bebedouro
conforme demonstra a foto abaixo (Foto 1.). A temperatura ambiente foi ajustada para 24°C +

2°C e a umidade relativa para 60%.

As caixas dos animais, identificadas, eram organizadas no biotério em estantes

devidamente apropriadas para tal finalidade (Foto 2.).

Foto 1. Caixa para contencao de animais utilizada nos experimentos.

Foto 2. Estantes contendo as caixas com os animais.



A cada dois dias as caixas plasticas eram lavadas com detergente neutro, enxaguadas,
desinfectadas com Lysoform e secas. Apds o processo de limpeza as caixas eram forradas
com maravalha (serragem) na espessura de £ 5 cm para favorecer o conforto dos animais.
Diariamente colocava-se racao e trocavam-se as dguas dos bebedouros. A quantidade de racao

e dgua era ad. libitum.

A partir do 5° més de idade, os animais que agora estavam na puberdade, comecaram a
apresentar comportamento agressivo; entdo, houve a necessidade de separacdo dos animais
em caixas individuais para evitar mutilacdo. Os cronogramas de limpeza foram mantidos até o

final do periodo de experimentacgao.

3. Estabelecimento da amostra e grupos experimentais

Para estabelecer o tamanho da amostra para os experimentos, utilizou-se como critério
a andlise da curva de Gauss que define que dentro de uma amostra a maioria responde a
normalidade (média) e a minoria aos desvios (desvio padrdao). Dentro de uma curva normal
podem existir animais que correspondam aos desvios (mdximo 2 desvios padrdes para cima
ou para baixo). Por esse motivo, se a amostra escolhida for de 10 animais, ainda que nesta
populacdo existam animais que ndo correspondam a normalidade, temos entre 6 e 7 animais
para comprovar os resultados. Esse n (numero amostral) € considerado aceitdavel pela
comunidade cientifica (SAMPAIO, 2005). A partir destas ponderagdes definiu-se entdo como
10 o nimero de animais por grupo.

Os animais de 15 meses de idade foram pesados 15 dias antes do inicio do
experimento e divididos em 4 grupos experimentais de 10 animais. O peso dos animais por
grupo foi em média 550g com uma variacio de 5% para cima e para baixo.

Como dito anteriormente, 4 grupos experimentais foram formados:

Grupo 1: Grupo controle. Este grupo recebeu diariamente ragao e dgua a vontade (G1)

Grupo 2: Grupo suplementado com proteinas do soro sem hidrélise (G2). Grupo
alimentado com rac¢do + suplemento de proteina do soro de queijo.

Grupo 3: Grupo suplementado com proteinas do soro que sofreram hidrélise parcial
(G3). Grupo alimentado com ragdo + suplemento de proteina do soro hidrolisada

parcialmente.



Grupo 4: Grupo suplementado com proteinas do soro que sofreram hidrélise acima de
90% (G4). Grupo alimentado com racao + suplemento de proteinas do soro hidrolisadas quase
totalmente.

Todos os grupos experimentais receberam &4gua a vontade, porém, a quantidade
ingerida era anotada diariamente.

Os hidrolisados administrados foram produzidos conforme descrito no 1° capitulo da
presente tese. O grupo 3 foi suplementado por soro submetido a condi¢do de hidrélise

definida como 3 e, o grupo 4, pelo soro submetido a condicao de hidrdlise 5.

4. Metodologia aplicada na administracao do suplemento alimentar

Como metodologia propods-se a principio a suplementacdo por gavagem, mas,
devido a idade dos animais encontrar-se avancada, o peso dos animais dificultar sua
contencdo durante a administracdo do suplemento e, pesando-se em preservar a qualidade de
vida dos animais e evitar o estresse, varios ensaios foram realizados com o intuito de se

encontrar um novo método para a administracdo da suplementacao.

O melhor método encontrado para assim fazé-lo foi embeber um pedaco de 1,7g de
racdo comercial da marca Labina com o suplemento a ser administrado. Para evitar erros,
administrou-se também ao grupo controle um pedaco de ragdo embebido com a mesma
quantidade em mL que para o suplemento, s que com dgua (placebo). E importante salientar
que, devido o soro apresentar cheiro de queijo, os animais, logo que esse era colocado na
gaiola, o comiam prontamente. O suplemento foi administrado pela manha (por volta das
11:00 horas) e sua ingestdo era acompanhada atentamente. A rag¢do colocada no dia anterior,
ndo ingerida por algum animal, era retirada anteriormente a colocagdo do suplemento. Nova

carga de racao era colocada diariamente em cada gaiola no inicio da tarde (13:00 horas).

As fotos abaixo (3, 4, 5 e 6) demonstram o processo de administracdo de suplemento

aos animais.



Foto 3. Injecdo do suplemento a rac@o para posterior administra¢io aos animais.

Foto 4. Colocacdo do suplemento na gaiola.

Foto 5. Ingestdo da suplementacdo pelo animal.



Foto 6: Finalizacdo da ingestdo da suplementacio pelo animal.

S. Determinacido da quantidade de racdo e suplemento a serem administrados

diariamente

Anteriormente ao periodo de experimentacdo, realizou-se por 20 dias andlise do
consumo médio didrio de racio pelos animais. Este estudo foi realizado para determinagdo da
quantidade didria de racdo a ser formulada e oferecida aos animais durante o experimento.
Chegou-se a conclusdo que a quantidade de racdo didria a ser oferecida deveria ser de 20g.
Com base neste valor, entrou-se em contato com a empresa produtora de ragdo para que esta
inserisse nestes 20 g, 440mg de proteina, isto €, o equivalente a 0,8g de proteina/ Kg peso dos
animais (550g). Os demais nutrientes foram ajustados de forma a manterem-se em propor¢ao

recomendada pela AIN 93M para ingestdo didria dos animais.

Os suplementos, previamente preparados, concentrados e congelados foram calculados
de forma a fornecerem os demais 0,2g/prot/Kgpeso/dia por animal ou, 110mg de proteina.
Sabendo-se que os suplementos haviam sido concentrados 20 vezes por liofilizagdo e que a
quantidade inicial de proteinas neste soro era de 6mg/mL, calculou-se em mL a quantidade de

suplemento a ser administrado. A quantidade calculada foi de 0,92mL/dia.

6. Periodo de experimentacao

Quinze dias antes do inicio do periodo experimental, os animais foram pesados e
separados em 4 grupos de 10 animais conforme descrito anteriormente no item 3. Estes

animais que anteriormente recebiam ragdo e agua ad libitum, comegaram a receber a por¢ao



didria de 20 g da rag¢do formulada para normalizagdo do metabolismo e calibracdo de ingesta

didria de alimentacdo. A ingestdo de 4gua também foi apontada diariamente.

Ap6s estes 15 primeiros dias, iniciou-se o periodo de suplementagdo para o grupo 2.
No dia seguinte iniciou-se a suplementacdo para os grupos 3 e 4 respectivamente. Este
intervalo de dias para o inicio da suplementacio foi proposital, pois, o sacrificio dos animais
seria agendado para dias diferentes: grupos 1 e 2 (segunda-feira) e grupos 3 e 4 (terga-feira).
Diariamente administrava-se a racdo e suplementacdo e a quantidade de dgua ingerida era

anotada. A cada dois dias os pesos dos animais eram tomados.

O experimento desenvolveu-se por 43 dias. Procurou-se entdo determinar um periodo
que significasse a0 menos 6 meses de ingestdo do suplemento. Escolheu-se desta forma o

tempo de 43 dias de suplementacao.

No dia anterior ao sacrificio, os animais foram deixados em jejum para evitar possiveis

contaminagdes durante o periodo de sacrificio.

7. Sacrificio dos animais

ApO6s o periodo de 43 dias os animais foram sacrificados por decapitacdo apds terem
sido mantidos por 12 horas em jejum. De acordo com Conlee et al. (2005), a decapitacdo
produz uma rdpida perda de consciéncia (3-6 segundos) perda essa, considerada mais rapida
do que quando utilizado o CO,. Deve- se considerar, porém, o impacto adverso do animal
durante o processo de manejo até a execugao.

Ainda de acordo com o mesmo autor a indica¢do de eutandsia por CO, s6 é realizada
quando pode-se utilizar como coadjuvante do processo anestesia, que no caso de roedores
poderia ser: isoflurano, halotano e metoxiflurano.

Em especial nessa pesquisa, a utilizacdo de anestésicos ndo é recomendada, uma vez
que pretende-se apOs a eutandsia, realizar vérias andlises sanguineas e andlise do contetido
protéico do musculo gastrocnémio. A anestesia poderia alterar resultados sanguineos. Além
disso, o volume de sangue a ser extraido para a realizacdo de todas as andlises a que se

pretendia sé seria alcangado com a decapitagao.



8. Extracio de sangue e pecas a serem analisadas

Apés a decapitacdo os animais foram submetidos a exsanguina¢do. O sangue foi
coletado em tubos da marca Vacuette® Heparinizados e prontamente centrifugados por 10
minutos a 2000 rpm. Apds a centrifugacdo, o soro foi transferido para tubos estéreis e estes

foram armazenados a 4°C até o momento das andlises (5 horas apds).

Retirado o sangue, o animal passou pela extracdo das pecas. Foram extraidos:
musculos soleus, EDL, tibial (pata esquerda) e gastrocnémio (pata direita e esquerda), fémur
(direito e esquerdo) e figado. Todas as pecas, apos serem extraidas foram passadas em
solugdo fisiologica de NaCl (0,9%) para retirada de sangue e pélos e pesadas. Um dos 0ssos
(fémur), um musculo gastrocnémio e o figado dos animais foram armazenados em solucdo de
formol para posterior andlise histolégica. As demais pecas foram embrulhadas em papel

aluminio e congeladas até o momento das andlises.

As fotos abaixo demonstram a equipe envolvida no processo de extragdo das pecas,
uma das pecas extraidas e o processo de pesagem e identificacio das pecas. E importante
frisar que para a correta extracdo dos musculos, dois componentes da equipe foram treinados
na faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. O treinamento, além de minimizar perdas,

garante a correta extracao da peca.

Foto 7. Equipe trabalhando na extragao das pe¢as dos animais envolvidos na pesquisa.



Foto 8. Miusculo gastrocnémio direito extraido de um dos animais.

Foto 9. Bancada de pesagem e identificacdo das pecas extraidas.

9. Analise sanguinea

As andlises sanguineas foram realizadas pelo Laboratério de Andlises Clinicas da
Universidade Estadual Paulista UNESP- Araraquara. Todas as andlises foram realizadas de
acordo com protocolos utilizados por esse Laboratério referéncia em andlises clinicas. Os
resultados obtidos com as andlises foram impressos pelo Laboratério e entregues ao
pesquisador para posterior andlise de dados.

As andlises sanguineas realizadas no presente estudo foram: glicose jejum, colesterol

total, HDL, triglicerideos, TGO e TGP, creatinina, uréia e célcio sérico.



10. Analise da massa muscular (peso) e massa do fémur

Os musculos, Tibial, EDL e Soleus, congelados, foram pesados e levados a estufa com
temperatura constante de 37°C. A cada 5 horas os musculos eram pesados até atingirem peso
constante. Ao final de 4 dias o peso dos musculos era constante, entdo, tomou-se este dado

como peso ou massa para cada um dos musculos.

Assim como os musculos, os ossos femurais foram secos a 37°C até peso constante.
Ap6s este periodo estes foram calcinados em bico de bunsen e, colocados em cadinhos
devidamente desengordurados, secos e tarados. Os cadinhos foram levados a mufla cuja
temperatura foi ajustada a 600°C para incineragdo até cinzas, por 24 horas. Apos este periodo
os cadinhos foram resfriados e pesados para obtencdo da quantidade de cinzas. As cinzas

obtidas foram armazenadas para posterior ensaio de cdlcio dsseo por absor¢ao atdmica.

11. Analise de calcio dsseo

Cerca de 50 mg das cinzas resultantes de incinera¢do do fémur foram dispersas em 2
mL de é&cido cloridrico concentrado (E. Merck PA, 32%, d = 1,19, Alemanha) e
quantitativamente transferidas para baldo volumétrico de 100 mL, ajustando-se o volume com
dgua deionizada. Uma aliquota de 2 mL da amostra diluida na razdo de 1:10 foi misturada a 6
mL de cloreto de lantanio 0,2% (Vetec, Brasil), homogeneizada e analisada em
espectrofotometro de absor¢do atdmica (Perkin Elmer 3110, E.U.A.). Célculos foram
realizados a fim de se estimar a quantidade de célcio por g de cinza. Os dados obtidos foram

apresentados em grafico (mg de célcio/ g de cinza).

12. Analise de proteina do miisculo gastrocnémio

200mg do musculo gastrocnémio extraidos da pata direita de cada animal foram
digeridos com ImL de 4cido percldrico por 1h sob fervura. Apds este periodo, o produto da
digestdo foi centrifugado em 2560 rpm por 10 min e o sobrenadante obtido foi entdo diluido
50 vezes e analisado em A 260nm para determinacdo do conteido de proteina. Os dados

obtidos foram apresentados em grafico (mg de proteina/ 100mg de misculo).



13. Analise estatistica de dados

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a andlise estatistica. O software
utilizado para a avalia¢do dos resultados foi o “GraphPad Prism 5 for Windows” (GraphPad
Software Inc., EUA). A andlise iniciou-se pelo o teste de Shapiro-Wilk. Todos os parametros
estudados obedeceram a normalidade. Utilizou-se entdo a andlise de varidncia — ANOVA —
seguida pelo teste de comparacdo multipla de Bonferroni, para comparagdes entre 0s grupos.
Uma segunda andlise foi realizada utilizando-se o teste de comparacdo multipla de Dunnett.
Este teste comparou todos os grupos suplementados em relagdo ao controle. O nivel de

significancia adotado foi de 0.05. Os dados foram representados pela média + desvio padrao.



RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela abaixo (Tabela 1.) apresenta os resultados obtidos na andlise de ganho de peso,

massa muscular e massa 0ssea dos animais.

Tabela 1. Andlise de ganho de peso, massa muscular e massa dssea dos animais.
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Os dados analisados e apresentados na Tabela 1., indicam que houve diferenca
significativa para maior na dosagem de proteina muscular dos trés grupos suplementados (G2,
G3 e G4) em relacdo ao controle. Os grupos 2 e 4 ndo apresentaram diferenca significativa
entre si para a dosagem de proteina muscular. Porém, o grupo 3 diferiu significativamente dos
grupos 2 e 4, indicando que neste grupo, houve um maior incremento da massa muscular em

relagdo a todos os demais grupos.

O mesmo pode ser observado na dosagem de cdlcio 6sseo. Todos os animais dos
grupos suplementados apresentaram quantidade de cdlcio dsseo significativamente (p<0.05)
maior em relacdo ao controle. Os grupos suplementados 2 € 4 ndo tiveram seus resultados
diferindo significativamente entre si em p<0.05, porém, o grupo 2 teve quantidade

significativamente maior de calcio 6sseo comparado aos grupos 2 e 4.

As demais andlises realizadas nio demonstraram diferenca significativa entre si. E
importante lembrar que diversos trabalhos relatam que férmulas contendo oligopeptideos,
especialmente di- e tripeptideos, possuem maior valor nutricional do que uma mistura
equivalente de aminodcidos livres ou proteinas intactas (FRENHANI, 1999). Esta afirmacao
nos permite discutir e entender porque o grupo que recebeu o suplemento parcialmente
hidrolisado (G3) obteve melhores resultados na analise de massa muscular e massa éssea em

relagdo aos demais grupos.

As figuras (gréficos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7) abaixo demonstram os resultados compilados

na tabela acima de forma grafica.
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Figura 2. Grafico da massa seca
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Tabela 2. Andlise dos resultados obtidos nas dosagens sanguineas de glicemia, colesterol,

triglicerideos, HDL, TGO, TGP

dos animais.
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Figura 8. Grafico da média da dosagem de glicose, colesterol, triglicerideos e HDL (mg/dL)

dos animais.

Os valores acima apresentados em forma de tabela (Tabela 2.) e grafico (Figuras 8.)
demonstram que, houve diferenca significativa ao aplicar o Teste de andlise multipla
Bonferroni nas anélises de triglicerideos entre os grupos 2 € 4 € 3 e 4. Os grupos 2 e 3
apresentaram quantidade significativamente inferior de triglicerideos em relacdo ao grupo 4 e
uma tendéncia, ndo representada significativamente, menor na quantidade de triglicerideos em
relacdo ao controle. A menor quantidade de triglicerideos encontrada nos grupos
suplementados 2 e 3 pode sugerir uma melhora no metabolismo de gorduras nestes grupos,
principalmente, no grupo suplementado pelo hidrolisado parcial (G3) que apresentou menor
média. Os altos niveis de triglicerideos na corrente sanguinea podem ser relacionados ao
aparecimento de dislipidemia e, consequentemente, complicacdes associadas a ela como:
arterosclerose, risco aumentado de doencga cardiaca e infarto (SCHIAVO, LUNARDELLI &
OLIVEIRA, 2003).
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Figura 9. Grafico da média da dosagem de TGO (aminotransferase glutamico-oxalacética) e

TGP (aminotransferase glutamico- piravica) (U/I) dos animais.

As andlises dos valores encontrados para glicemia, colesterol total, HDL (Tabela 2 e

Fig. 8), TGO e TGP (Tabela 2 e Fig. 9) ndo diferiram significativamente entre si € nem em

relacdo ao controle.
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Figura 10. Gréfico da média da dosagem de uréia (mg/dL) dos animais.
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Figura 11. Gréfico da média da dosagem de creatinina (mg/dL) dos animais.

Os resultados representados na Tabela 2 e Figura 10 para as andlises de uréia indicam
que, ndo houve diferenca significativa entre os grupos. A uréia € o principal produto terminal
do metabolismo de proteinas. Mesmo a uréia nao tendo boa especificidade para diagnosticar
mudancas na funcao renal geral, ela € mais sensivel para diagnosticar alteracdes primérias das

condi¢des renais.

As andlises de creatinina (Tabela 2 e Fig. 11) demonstram diferenga significativa entre
os resultados obtidos para o grupo 2 e 4 e entre o grupo controle (G1) e o grupo 2. O grupo 2
foi o que apresentou maior média para os niveis de creatinina. A creatinina avalia o ritmo de
filtracdo glomerular; portanto, quanto maior a quantidade de creatinina no sangue menor a
taxa de filtragdo desse metabdlito pelo rim. A creatinina é o principal parametro para a analise
de aparecimento de insuficiéncia renal. O excesso de proteinas ingeridas pelo grupo 2
(suplementado pelo soro sem hidrélise) parece ndo ter sido bem metabolizada pelo organismo

favorecendo um provavel aparecimento de quadro de insuficiéncia renal nesses animais.
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Figura 12. Gréfico da média da dosagem de calcio sérico (mg/dL) dos animais.

Os resultados apresentados na Tabela 2 e Figura 12, encontrados para o cdlcio sérico,
foram maiores em todos os grupos suplementados em relacdo ao controle, porém, diferenca
significativa para maior pode ser encontrada somente entre o grupo 3 e grupo 4 e entre o
grupo 3 e grupo controle (G1). Sabe-se que as proteinas do soro de queijo sdo ricas em cdlcio
(aproximadamente 600mg/100g) (LACTEA BRASIL, 2009). Isto pode explicar o aumento do
célcio sérico nos grupos suplementados. Provavelmente o mineral deva estar mais facilmente
acessivel nas proteinas parcialmente hidrolisadas fazendo com que o mineral seja mais bem
absorvido pelas vilosidades intestinais e mais biodisponivel para o organismo favorecendo

dessa maneira o incremento de massa ¢ssea por este grupo.
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CAPITULO 3

Imobilizacio e estabilizacao das enzimas tripsina e pepsina para posterior utilizacao na

obtencao de hidrolisados de soro de queijo.

INTRODUCAO

1. Imobilizacio de enzimas

Os processos catalisados por enzimas na Industria sdo cada dia mais numerosos, ja
que, apresentam uma série de vantagens frente aos catalisadores convencionais nao
bioldgicos:

1. Grande atividade catalitica;

2. Grande especificidade frente ao substrato;

3. Sdo muito ativos a temperatura ambiente e pressao atmosférica.

Apesar de apresentarem vantagens, a maioria das enzimas soldveis ndo € estiavel por
um longo periodo; além disso, por serem soldveis em dgua, sua separacdo dos substratos e

produtos se torna dificil ndo sendo possivel sua reutilizacdo (ARROYO, 1998).

Com a imobilizacio de enzimas pode-se superar estes ultimos inconvenientes

permitindo maior rentabilidade econdmica.

1.1 Aspectos gerais sobre a imobilizacao de enzimas

A imobiliza¢do de enzimas é um processo em que se confina ou se localiza a
enzima em uma regido definida do espaco para dar lugar a formas insoliveis que retém sua
atividade catalitica e que podem ser reutilizadas repetidamente. Posteriormente esta definicao
se ampliou para: “processo pelo qual se restringem, completa ou parcialmente, os graus de
liberdade de movimento de enzimas, células, etc., por sua unido a um suporte” (TAYLOR,

1991).

Como vantagens a respeito do processo de imobilizagdo podem-se destacar:



1. Aumento da estabilidade da enzima;
2. Possivel reutilizacdo do derivado, diminuindo desta maneira os custos do

processo;
3. Possibilidade de utilizacao de reator enzimatico de facil manejo e controle.
Os principais incovenientes do processo de imobilizagdo sdo:
1. Alteracdo da conformacdo da enzima em relagdo ao seu estado nativo;

2. Grande heterogeneidade do sistema enzima-suporte onde pode existir

distintas fracdes de proteinas imobilizadas com um diferente nimero de unides ao suporte;

3. Sempre pode haver uma perda de atividade da enzima durante a
imobilizacao;
4. O biocatalisador é mais caro que a enzima nativa.

Em geral os métodos de imobilizacdo se classificam em duas grandes

categorias: 1) retencao fisica e 2) unido quimica (KENNEDY & CABRAL, 1983).

1.1.1 Retencao fisica

1.1.1.1 Aprisionamento

Consiste na retencdo fisica de uma enzima nas cavidades
interiores de uma matriz sélida porosa constituida geralmente de prepolimeros
fotoentrecruzados ou polimeros do tipo poliacrilamida, coldgeno, alginato, carraginato ou
resinas de poliuretano. O processo de imobilizacdo € realizado mediante a suspensdo da
enzima em uma solu¢do do monomero. Seguidamente inicia-se a polimerizacdo por uma

mudanca de temperatura ou mediante a adi¢do de um reagente quimico.

Este método de imobilizagdo requer um controle rigoroso das
condi¢cdes de polimerizacdo, assim como a comprovacdo de que a natureza quimica do

processo nao altera os grupos reativos da proteina (ARROYO, 1998).



1.1.1.2 Inclusao em membranas

Este método pode ser dividido em 2 tipos:

1) Microencapsulagao
2) Reatores de membrana

Na microencapsulagdo as enzimas estao rodeadas de membranas

semi-permedveis que permitem a passagem de moléculas de substrato e produto, mas nao da
enzima. Estas membranas semi-permedveis podem ser permanentes (originadas por
polimerizacdo interfacial) ou nio permanentes (geradas por surfactantes ou “micelas
reversas”). Por este método podem-se encapsular simultaneamente uma grande variedade de
enzimas, células ou biomoléculas, permitindo que se realizem determinadas reagdes que

acontecem em multiplos passos (KLEI; SUNDSTROM & SHIM, 1985).

Ja o processo de reatores de membrana, emprega membranas
permedveis ao produto final, permedveis ou nao ao substrato inicial e, obviamente,
impermedveis a enzima. Mediante uma bomba se estabelece um fluxo liquido de substrato
que atravessa o reator. Em geral esta metodologia se procede inicialmente pela adsor¢do da
enzima sobre a membrana que formard o reator. Esta adsor¢do pode ser realizada de suas
formas: 1. mediante a passagem de uma solu¢io tamponada de enzima através da membrana;

2. por contato continuo de uma solucio de enzima com a membrana.

1.1.2 Unido quimica

Sao os métodos de imobilizacdo mais utilizados e dos que se dispde
maior informacdo. Deve-se procurar que a imobilizacao incremente a afinidade pelo substrato,
diminua a inibicdo, amplie o intervalo de pH 6timo e reduza as possiveis contaminagdes
microbianas. Além disso, o suporte deve ter resisténcia mecanica adequada as condicdes de
operacdo do reator e ser facilmente separdvel do meio liquido para que se seja possivel sua

reutilizagcdo. Os suportes podem ser classificados em dois grandes grupos:

1. Suportes inorganicos: naturais (argilas) ou materiais manufaturados
(6xidos de metais ou vidro de tamanho de poro controlado, vidro ndo poroso, aluminio,

ceramicas etc.)



2. Suportes organicos: naturais: polissacarideos (celulose, amido, dgar-
agar, agarose, alginatos, quitina etc.); proteinas fibrosas (coldgeno, queratina, etc.) ou
polimeros  sintéticos: poliolefinas (poliestireno), polimeros acrilicos (poliacrilatos,

poliacrilamida, etc.) e outros tipos (dlcool polivinilico, poliamidas etc.) (ARROYO, 1998).

As enzimas podem se unir a estes suportes mediante adsor¢do ou por

unido covalente.
1.1.2.1 Adsorcao

Na adsorcdo a enzima se une a um suporte sem funcionalizar
mediante interagdes idnicas, forcas de Van der Waals e por pontes de hidrogénio. Os

principais fatores que influenciam na adsorcao sdo:

1. o pH do meio;

2. aforca idnica;

3. o diametro do poro e,

4. apresenca de fons que atuem como cofatores da enzima.

Como principais vantagens deste método podem-se destacar:

1. preparo simples;

2. baixo custo;

3. ndo hd mudangas na especificidade da enzima e,

4. os derivados sdo estdveis em meios de trabalho com baixo
conteudo de dgua.

Os inconvenientes da adsor¢@o sao principalmente:

1. aotimizacdo das varidveis que controlam a adsor¢ao;
2. os derivados obtidos sdo pouco estaveis do ponto de vista
mecanico;

3. aunido ao suporte é débil (ARROYO, 1998).



1.1.2.2 Uniao covalente

A unido covalente de uma enzima a um suporte € talvez o
método mais interessante do ponto de vista industrial. A metodologia se baseia na ativagao de
grupos quimicos do suporte para que estes reajam com nucleodfilos das proteinas. Dentre os 20
aminodcidos diferentes que se encontram na estrutura das enzimas, os mais empregados para
a formacao de ligagdes com o suporte sdo principalmente a lisina, cisteina, tirosina e histidina
e, em menor escala a metionina, triptofano, arginina e 4cido aspartico e glutamico. Este

método apresenta as seguintes vantagens:
1. amanipulacdo dos derivados imobilizados € simples;

2. a carga de enzima permanece constante depois da
imobilizacao;
3. os derivados podem ser utilizados em reatores continuos,

empacotados, de leito fluidizado ou tanque agitado;

4. uma maior resisténcia a desativacdo pelo efeito da
temperatura dos solventes organicos ou do pH ao ter

estabilizada sua estrutura terciaria.

Porém, a imobilizacdo por ligacdo covalente também apresenta

alguns inconvenientes:

1. € necessdrio conhecer a densidade de grupos reativos por
unidade de superficie, ja4 que condiciona o ndmero de unides
enzima-suporte e sua geometria, que pode ser distorcionante
e pode conduzir a derivados inativos;

2. o processo de imobilizacido pode alterar a estrutura do centro
ativo. Para evitar esta possivel alteracdo, realiza-se a
imobilizacdo em presenca de um inibidor reversivel que
bloqueie o centro ativo;

3. a 1imobilizacdo covalente ndo € aconselhdvel naquelas
enzimas muito sensiveis a mudancas de pH, forca idnica,

etc.



1.2 Efeitos da imobilizacao

Com freqiiéncia, a imobilizacdo altera significativamente o comportamento das
enzimas. Em primeiro lugar se produzem mudancas em sua estabilidade. Em segundo, a
enzima imobilizada é um sistema heterogéneo no qual todos os componentes que intervém no
processo catalitico (pH, substratos, produtos, inibidores, cofatores, ativadores, etc.)
encontram-se em interface no meio de reacao e na fase constituida pelo suporte com a enzima.
Como conseqiiéncia, a atividade enzimatica se vé afetada por efeitos do tipo difusional,

estérico e do microentorno (ARROYO, 1998)

1.2.1 Estabilidade

Geralmente se observa um incremento na estabilidade das enzimas apds

sua imobilizagdo, que se deve principalmente as seguintes razdoes (KLIBANOV, 1983):

1. uma estabilizacdo conformacional da enzima devido a existéncia de
unides multipontuais enzima-suporte. A estrutura tercidria da
enzima adquire maior rigidez e se faz mais resistente a inativacao
térmica ou quimica;

2. uma prote¢do frente as proteases no meio;

3. evita-se a agregacdo intermolecular a0 manterem-se as moléculas da
enzima retidas em uma determinada regido do espaco;

4. existe uma alteracao do microentorno da enzima devido a interacao

da enzima com o suporte.

1.2.2 Atividade enzimatica

Durante a imobilizagdo, a atividade da enzima pode diminuir e

inclusive perder-se por diversas razoes:

1. a unido ao suporte se produz de tal forma que a passagem do

substrato ao centro ativo estd impedida;



2. os grupos reativos do suporte reagem com algum aminodcido que
forme parte do centro ativo ou que seja essencial para a atividade
catalitica da enzima;

3. a imobiliza¢do pode originar uma mudanga conformacional que da
lugar a uma forma inativa;

4. as condi¢Oes experimentais do processo causam a desnaturagdo ou
desativacdo da enzima.

Se a perda da atividade nao € total depois da imobilizagdo, as mudangas

(diminuicdo ou aumento da atividade enzimdtica) se deverdo principalmente a efeitos

difusionais, eletrostaticos elétricos ou do microentorno (ARROYO, 1998).

1.3 Aplicacoes das enzimas imobilizadas

As aplicagdes mais importantes das enzimas imobilizadas podem-se classificar

cm:

1. analiticas: biosensores;
2. médicas: tratamentos com enzimas imobilizadas;
3. industriais: na indidstria quimica, farmacéutica, alimenticia ou de

tratamento de residuos.

1.4 Tripsina e Pepsina Imobilizadas

Virios artigos encontrados na literatura apontam métodos para imobiliza¢do
das enzimas tripsina e pepsina; porém, cada artigo, busca para seu propdsito uma metodologia
de imobilizacdo e estabilizacdo do derivado. Os derivados de ambas as enzimas podem ser
aplicados para amplas utilidades (BLANCO, 1989; JANG, 2006; MARKDWART, 1968;
WU, 2008; HERTMEIER, 1979).



OBJETIVOS

1. Geral

- Produzir derivados de tripsina e pepsina (suporte + enzima) estdveis que possam ser

utilizados posteriormente na hidrélise das proteinas do soro de queijo bovino.

2. Especificos

- Utilizar diferentes suportes e metodologias para imobilizar as enzimas comerciais

pepsina e tripsina;

- Realizar estudos de estabilidade dos derivados obtidos visando a obteng¢do de um

derivado estavel que possa ser reutilizado sem perda de atividade enzimatica;

- Realizar ensaios de hidrélise das proteinas do soro de queijo utilizando os melhores

derivados de tripsina e pepsina obtidos;

- Analisar os hidrolisados quanto ao grau de hidrélise por eletroforese e cromatografia

(CLAE) e comparar os diferentes hidrolisados obtidos.



MATERIAL E METODOS

MATERIAL

1. Derivado tripsina

O gel Sepharose 4B-CL, a Sepharose 4B-BrCN (bromociandgeno) ativada e o
marcador LMW utilizado para a realizacdo das eletroforeses foram obtidos a partir da GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Suécia. A Tripsina (EC 3.4.21.4) de pancreas bovino, BAPNA
(benzoil-arginina-p-nitro anilida), benzamidina, glicidol, borohidreto de s6dio foram
adquiridos da Sigma Chemical Company, St. Louis, MO e, o acido dissddico Iminodiacético,
da Fluka, EUA. A Tripsina utilizada nos experimentos foi uma preparacao Sigma do tipo III,

dialisada e liofilizada.
2. Derivado pepsina
O gel Sepharose 4B e 10B-CL, a Sepharose 4B-BrCN (bromocianégeno) ativada e o
marcador LMW utilizado para a realizacdo das eletroforeses foram obtidos a partir da GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Suécia. A BC pepsina (P389P) foi adquirida da Biocatalystis e a

benzamidina, glicidol, borohidreto de sédio foram adquiridos da Sigma Chemical Company,

St. Louis, MO.

METODOS

1. Obtencao dos derivados tripsina

1.1 Ativacao dos géis Sepharose

O suporte Glioxil- Sepharose 4B-CL contendo 25uEquivalentes de grupos
glioxil/mL, foi preparado seguindo a metodologia descrita por Blanco et al. (1989). O gel

BrCN foi preparado pela ativacdo do pé com dgua (relagdo 1g/10mL) que teve seu pH



previamente ajustado em 2,0 com uma solugdo de HCL. O BrCN consegue estabelecer
somente ligacdo unipontual com a enzima a ser imobilizada; por esse motivo, € utilizado
como modelo experimental comparativo para os demais suportes que fazem ligacdo
multipontual com a enzima. O IDA-gel-glioxil foi preparado seguindo a metodologia descrita
por Armisén, et al. (1999). E importante ressaltar que anteriormente a defini¢io dos suportes
relacionados acima para imobilizar a tripsina, diversos ensaios foram realizados com outros

suportes.

1.2 Preparo dos derivados de tripsina

As reacdes foram realizadas em presenca de benzamidina 3mM (inibidor
competitivo da tripsina), visando prevenir autdlise enzimadtica, a 25°C e com uma solugdo de
tripsina 4mg/mL. O derivado glioxil-sepharose pH 8,5 foi preparado com uma solugdo de
tripsina feita em tampao bicarbonato 100mM pH 8,5. Esta reacdo de imobilizacao ocorreu em
2 horas. Apds a imobiliza¢do, o derivado foi filtrado e ressuspendido em uma solu¢do de
bicarbonato 100mM pH 10 por 22 horas.

O derivado glioxil-sepharose pH 10 foi preparado nas mesmas condicdes que o
derivado pH 8,5, mas neste caso utilizando-se tampdo pH 10. A reacdo de imobilizacdo
ocorreu em 24 horas de exposi¢ao solugdo enzimatica e suporte. J4 o derivado IDA-glioxil foi
preparado utilizando-se um tampao fosfato de sédio SmM pH 7.,0. O derivado, pronto apds 21
horas de exposi¢io enzima-suporte, foi filtrado e ressuspendido em tampao pH 10 overnight.

O ultimo derivado, BrCN foi preparado utilizando-se a mesma solucio
tampao-enzima como para o derivado IDA- glioxil. Esta reagdo foi mantida por 15 minutos a
4°C. Ap6s, este derivado foi filtrado e ressuspendido em uma solu¢do de etanolamina 1M pH
8,0 por 2 horas. O derivado obtido foi entdo lavado e filtrado para posterior aproveitamento
nas reagdes de hidrdlise. Todas as reagcdes de imobiliza¢do foram feitas em uma relacdo de 1g
suporte/10mL de solucdo enzimdtica e foram controladas pela capacidade de hidrdlise da
suspensdo e sobrenadante frente ao substrato BAPNA (N-a-benzoil-DL-arginina-4-
nitroanilida) 200 mM preparado em 50 mM de tampao fosfato pH 7,0 contendo 30% etanol.
A reagdo colorimétrica se da pela degradacdo do BAPNA pela tripsina com a liberacdo da p-

nitroanilina que confere a soluc¢do coloragdo amarelada (JANG et al., 2006).



1.3 Reduciao com Borohidreto (NaBH4)

Ap6s serem incubados em pH 10 os derivados glioxil-Sepharose pH 10, pH 8,5
e IDA-glioxil foram adicionados de NaBH4 soélido para a reducdo de possiveis grupos
reativos ainda presentes, na concentracdo de 1mg/mL. Esta reacdo foi mantida por 1 hora.
Depois, os derivados foram filtrados, lavados abundantemente com d&4gua destilada e

novamente filtrados para posterior utilizacao.

1.4 Ensaios enzimaticos

A atividade dos derivados foi mensurada seguindo o aumento da absorbancia
em A 405nm, que acompanha a hidrélise de BAPNA 200 mM preparado em tampao fosfato
50mM pH 7.0 contendo 30% de etanol. Os ensaios foram realizados em uma célula de 1
centimetro de passo optico provida de agitacdo magnética. As medidas de absorbancia foram
tomadas a cada 3 segundos em um total de 130 segundos. O corte foi realizado entre 10 e 120
segundos de reacdo, para coleta da parte linear de formacao de produto. Um branco de tripsina
em presenca de benzamidina foi preservado para medida de atividade durante o periodo

experimental.

1.5 Termoestabilidade dos derivados

Os 0,2g de cada um dos derivados: glioxil-Sepharose pH 8,5; 10 e IDA-glioxil,
foi submetido a ensaio de termoestabilidade a 75°C em presenga de 2mL de tampao fosfato
SmM pH 7. Outro experimento foi realizado com os derivados IDA-glioxil e BrCN a 70°C.
Em tempos distintos, aliquotas da suspensdo eram retiradas e ensaiadas com BAPNA em pH

7,0 a 25°C.

1.6 Estabilidade dos derivados em presenca de co-solventes e temperatura

0,2g de cada derivado foi adicionado de 2 mL de tampao TRIS 10 mM pH 7,0
contendo 50% de dioxano e colocados em banho de dgua a 50°C para prova de estabilidade.
Outro experimento foi realizado utilizando-se os derivados IDA-glioxil e BrCN a 40°C por 2

horas. As andlises de estabilidade foram realizadas conforme descri¢do acima utilizando-se

BAPNA como substrato (Item 1.5).



1.7 Termoestabilidade dos derivados em pH 9,0

Os derivados glioxil-sepharose pH 8,5, 10 ¢ BrCN foram submetidos a uma
prova de estabilidade a 50°C em presenca de 5 mM de tampao de bicarbonato pH 9. Os
ensaios foram feitos na mesma relagdo (mg derivado/mL de tampdo) como nos ensaios

descritos no item 1.6.

1.8 Reaciao de hidroélise da PGA (proteina G-acilase) pelos diferentes derivados de

tripsina.

A hidrélise da PGA foi utilizada para verificar a eficiéncia hidrolitica de cada
um dos derivados preparados. Uma solucdo de 2mg/ml da PGA foi preparada em dgua
destilada. 0,70 g de cada derivado (BrCN, glioxil-Sepharose pH10 e 8,5) foi adicionado a uma
solugdo de 10 mL de PGA pH 9,0. A reacdo foi mantida a 37°C sob agitacdo constante.
Amostras foram tomadas apés 24 horas e fervidas com tampao de amostra para realizacdo de

eletroforese.

1.9 Reacao de hidrolise de extrato de E.coli pelos diferentes derivados de tripsina.

Um extrato de E. coli contendo 2mg/mL de proteina foi utilizado como
substrato para reacOes de hidrélise utilizando os derivados de tripsina: BRCN, glioxil
sepharose pH10 e 8,5. O extrato teve seu pH ajustado para 9,0 e as reagdes foram realizadas a
50°C sob agitacdo constante. 0,7g de cada derivado (BrCN, glioxil-Sepharose pH10 e 8,5) foi
adicionado de 10 mL de uma solugdo de extrato de E. coli. Amostras foram coletadas ap6s 30
e 60 minutos e 24 horas de reacdo e fervidas com tampao de amostra para realizacdo de

eletroforese.

1.10 Hidrolise das proteinas do soro de queijo bovino pelo derivado tripsina
glioxil pH 8,5

O soro de queijo bovino (bmg/mL) teve seu pH ajustado com NaOH diluido
para 9,0. Para a realizacdo do ensaio 0,4 g do derivado foi incubado com 2 mL de soro e a
reacdo foi mantida em banho a 50°C sob agitacdo constante. Amostras foram tomadas nos

tempos 30, 60 e 120 minutos para realizacao de eletroforese.



1.11 SDS- PAGE dos derivados de tripsina.

0,07 g de cada derivado (BrCN, glioxil pH 8,5 e 10 e IDA-glioxil) foi
adicionado a 100uL de tampdo de ruptura e fervido. As amostras foram utilizadas para a
realizacdo de uma eletroforese SDS PAGE 15%. O intuito era observar se alguma banda de
proteina da enzima se soltaria apds a realizagdo da eletroforese, o que indicaria uma
debilidade da interagdo enzima-suporte. Um marcador de massa molar foi utilizado como

referéncia.

1.12 SDS- PAGE dos produtos de hidrdlise de E.coli, PGA e proteinas do soro

de queijo bovino

Eletroforeses SDS-PAGE 12% foram realizadas para observar o grau de

hidrdlise dos substratos pelos diferentes derivados.

2. Obtencao dos derivados pepsina

2.1 Ativacao dos géis Sepharose

O suporte glioxil-sepharose 4B-CL, foi preparado seguindo a metodologia
descrita por Blanco et al. (1989). O gel BrCN foi preparado pela ativacdo do pé com dgua
(relac@o 1g/10mL) que teve seu pH previamente ajustado em 2,0 com uma solu¢do de HCL. O
suporte glioxil-amino 10B-CL foi preparado seguindo a metodologia descrita por Guisan
(1997). Assim como para a determinacdo dos suportes para a tripsina, varios suportes foram

estudados para a pepsina anteriormente a definicdo dos acima especificados.

2.2 Purificacdo da pepsina

Uma solucdo de pepsina comercial (1,67g/mL) foi preparada em 4gua
destilada. Esta solugdo foi centrifugada a 10.000 rpm por 5 minutos a 24 ° C. O sobrenadante

foi colocado em contato com uma resina DEAE- Sepharose Fast Flow (Ge- Healthcare) por 4



horas. O gel foi filtrado e ressuspendido em tampao fosfato S0mM pH7, contendo 200mM de

NaCL para retirar a enzima que estava ligada ao gel.

2.3 Preparo dos derivados de pepsina

A pepsina, ap0s parcial purificacdo para retirada de possiveis interferentes do
processo de imobilizagdo, foi diluida 1/1 com tampao fosfato SOmM pH 7,0 para o preparo
dos derivados BrCN e amino-glioxil. A solu¢do de enzima e tampao foi mantida com o gel
BrCN por 15 minutos. Apods este periodo, o gel foi filtrado e ressuspendido em uma solugdo
de etanolamina 1M pH 8,0 por 2 horas. O derivado obtido foi entdo lavado e filtrado para
posterior aproveitamento nas reagdes de hidrélise. J4 para o preparo do derivado amino-
glioxil, manteve-se a solucdo de enzima em contato com o suporte por 15 horas. Apds este
periodo o derivado foi filtrado e ressuspendido em tampdo bicarbonato de s6dio 100mM
pHI10. A reacao for mantida por 2 horas. Para o preparo do derivado glioxil pH 10, a pepsina
diluida 1/1 com tampao bicarbonato 100mM pH 10 foi mantida em contato com o suporte
por 24 horas. Todas as reacdes de imobilizacio foram feitas em uma relacio de 1g

suporte/10mL de solug¢do enzimatica.

2.4 Reduciao com borohidreto

Ap6s serem filtrados, o derivado amino-glioxil e o derivado glioxil- pH10
foram adicionados de NaBH4 sélido para a redugcdo de possiveis grupos reativos, na
concentracdo de Img/mL. Esta reacdo foi mantida por 1 hora. Os derivados foram entdo

filtrados e lavados com dgua destilada para posterior utilizagao.

2.5 Ensaios enzimaticos

A atividade catalitica dos derivados foi medida pela diminuicdo do teor de
proteinas em uma soluc@o de proteina de soro de leite bovino (bmg/mL) de acordo com o
método de Bradford (1976). A solugdo de proteina de soro de leite teve seu pH ajustado para
pH 3,0 com HCL diluido. Para a realizacao dos ensaios 0,7 g de cada derivado foi incubado

com 10 mL de soro e a reacdo foi mantida em banho a 40°C sob agitagcdo constante. Amostras



foram tomadas nos tempos 0, 30 minutos e 24 horas para realizacdo das medidas de conteudo

de proteina e realizacdo de eletroforese.

2.6 Termoestabilidade dos derivados

Os derivados BrCN e amino-glioxil-sepharose foram submetidos a ensaio de
termoestabilidade a 50°C. 0,2 g de cada derivado foi adicionado de 2 mL de tampao acetato
de so6dio SmM pH 3 e colocado a temperatura de 50°C por 144 horas. Amostras dos derivados
foram recolhidas nos tempos 0, 24, 48, 96 e 144 horas, filtradas e incubadas com soro de leite

como descrito no item 2.5 para prova de termoestabilidade.

2.7 SDS- PAGE dos derivados de pepsina e dos produtos de hidrolise

Eletroforeses foram realizadas seguindo a metodologia utilizada nos itens 1.10

el.l1.

3. Obtencio e analise dos hidrolisados de proteina do soro de queijo bovino

utilizando-se os melhores derivados de pepsina e tripsina

3.1 Obtencao dos hidrolisados

Dois ensaios de hidrdlise foram conduzidos com o intuito de se observar a
méaxima hidrdlise das proteinas do soro de queijo. No primeiro ensaio, 0,7g do derivado
pepsina amino-glioxil foi incubado com 10 mL de soro de queijo (bmg/mL) tamponado a pH
3 (tampao acetato de sédio 50mM). A reacdo ocorreu em banho a 50°C sob agitacao por 45
minutos. Apds este tempo, o derivado foi recuperado e o soro parcialmente hidrolisado foi
tamponado a pH 9 (tampdo carbonato 50mM) e adicionado de 0,7g de derivado tripsina
glioxil pH 8,5. A reacdo foi mantida a mesma temperatura por mais 45 minutos. No segundo
ensaio, a hidrdlise foi iniciada pelo derivado tripsina em pH 9 e, apds 45 minutos, recuperado
o derivado, acertou-se o pH para 3 e adicionou-se o derivado pepsina. Amostras dos dois
ensaios foram retiradas nos tempos 0, 45 e 90 minutos de reacdo para dosagem do contetido

proteinas, realizacdo de eletroforeses SDS- PAGE e aminogramas (CLAE).



3.2 Analise do contetido de proteinas

As amostras dos hidrolisados retiradas nos tempos 0, 45 e 90 minutos de reagcao

foram submetidas a analise de proteinas restantes seguindo-se o método de Hartree (1972).

3.3 SDS- PAGE dos produtos de hidroélise

Eletroforeses SDS-PAGE 12% foram realizadas para observar o grau de

hidrdlise das proteinas do soro de queijo pela combinacao dos derivados.

3.4 Analise do conteido de aminoacidos (HPLC)

50 puL de cada amostra foi injetada em aparelho de HPLC da marca Shimadzu
LC 10A/C-47A com método de funcionalizacdo pds-columna (o-ftaldeido). As colunas
utilizadas foram: principal: LC Column Shim-pack amino NA (P/N 228-18837-91) e pré-
columna: Shim-pack ISC 30/S0504 (Na), (P/N 228-14206-91). O gradiente linear variou de
pH 3.2 a 10 por 30 min, velocidade de fluxo de 1.0 mL/min e a detec¢do foi por fluorescéncia
(Ex:A 350 nm, Em:A 450nm). Os dados gerados pela workstation foram tratados em Origin

5.0 para a obten¢do dos aminogramas.



RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Derivados de tripsina

A tabela 1 apresenta os resultados do percentual de enzima imobilizada em cada um
dos suportes escolhidos e a atividade expressada que € definida pela razdo entre a atividade

observada e a atividade esperada.

Tabela 1. Percentual de imobilizacao e atividade expressada dos derivados de tripsina

Suporte (%) Imobilizacao Atividade expresada (%)
BrCN 15 100
Glioxil pH 10,0 >95 75
Glioxil pH 8,5 > 95 100
IDA-glioxil 70 54

O tipo de suporte, a enzima utilizada e o meio reacional determinam um maior ou
menor percentual de imobilizacio enzimdtica. E importante lembrar que, independente do
percentual de enzima imobilizada, a atividade do derivado frente ao substrato serd definida
pela orientacao e estabilidade das ligacOes enzima-suporte. A eletroforese apresentada abaixo
(Fig. 2), demonstra os distintos derivados obtidos. O processo de obten¢do de amostra para
aplicagdo na eletroforese desnaturante consiste em adicionar tampdo de amostra ao derivado e
ferver por 5 minutos. Desta maneira, todas as bandas de tripsina que ndo estiverem
covalentemente ligadas ao suporte serdo desorvidas do mesmo para o sobrenadante, sendo
observadas por no gel de eletroforese SDS. Fazendo-se uma comparacdo das bandas
existentes no extrato da enzima solivel (coluna 2) e derivados (colunas 3, 4, 5 e 6) pode-se
notar que o que apresenta menor nimero de bandas é o da coluna 6 respectivo ao derivado
glioxil pH 8,5. Isto demonstra que este derivado possui um maior nimero de ligacdes

covalentes fortes entre enzima e suporte.
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Figura 1. Analise por SDS- PAGE (15%) da adsor¢do da tripsina comercial em diferentes
suportes. coluna 1. marcador de massa molar; coluna 2. tripsina comercial preparada
(4mg/mL); coluna 3. derivado tripsina BrCN; coluna 4. derivado tripsina glioxil pH 10;

coluna 5. derivado tripsina IDA-glioxil; coluna 6. derivado tripsina glioxil pH 8,5.

Abaixo sdo apresentados os graficos de termoestabilidade dos diferentes derivados de
tripsina: glioxil pH 8,5; glioxil pH 10; IDA-glioxil e BrCN (Figs. 2 e 3). A partir destes
resultados pode-se dizer que a 75°C em pH 7,0 o derivado mais estdvel foi o glioxil pH 8,5
(Fig 2.), apresentando atividade residual em 16h de 70% e, a 70°C pH 7,0 ao comparar os
derivados BrCN e IDA-glioxil, o mais estdvel foi o segundo com atividade residual em 16h de

47%.

Esta maior estabilidade do derivado glioxil pH 8,5 ocorre porque neste derivado, o
primeiro passo de imobilizacdo realizado em pH 8,5, promove uma imobilizacdo covalente
multipontual que envolve somente grupamentos amino de baixo pKa. A incubacao posterior a
pH 10 favorece uma imobilizacdo mutipontual covalente intensa, entre os grupamentos amino
de alto pKa da area da enzima que havia participado no primeiro passo de imobilizagao,
aproximando grupamentos aldeido do suporte, gerando dessa maneira maior estabilidade do
derivado. No derivado pH 10 a enzima se liga ao suporte pela zona mais ricas em lisinas, € no
derivado IDA- glioxil a enzima é ligada ao suporte pelo lado carboxilico. As distintas
orientacbes da enzima em relagdo ao suporte determinam a rigidez da ligacdo e,

consequentemente, a estabilidade da enzima.



Os resultados apresentados na Fig. 3 foram somente para comprovar que o derivado
menos estdvel a 75°C (IDA-glioxil) ainda era bastante mais estdvel frente ao derivado BrCN.
Neste derivado a enzima se liga ao suporte unipontualmente somente por uma fracdo do

amino terminal, sendo, portanto inestavel e facilmente inativada.

Atividade residual( %)

Figura 2. Termoestabilidade de diferentes derivados de tripsina. Inativacdo realizada a 75°C
pH 7,0 (tampao fosfato de sédio SmM). Glioxil pH 10,0 (#); Glioxil pH 8,5 (®); IDA- glioxil
().

Atividade residual (%)

Figura 3. Termoestabilidade de diferentes derivados de tripsina. Inativacao realizada a 70°C

pH 7,0 (tampao fosfato de sédio SmM). BrCN (#); IDA- glioxil (&),



Para confirmar a rigidez da estrutura 3D do derivado mais estavel (glioxil pH 8,5),
realizaram- se provas de estabilidade contra co-solventes. Ao comparar os resultados obtidos
neste experimento (Figs. 4 e 5) aos obtidos nas Figs. 2 e 3, notam-se semelhancas na
estabilidade dos derivados. Mesmo frente a um conteudo de 50% de dioxano, o derivado
glioxil pH 8,5 apresenta em 6h (50°C, pH7), atividade residual de 89%. O derivado IDA-
glioxil é o que possui menor estabilidade sob essa condicdes, porém, quando comparado ao

derivado BrCN (40°C, pH 7) (Fig. 5) possui atividade residual em 2h de reacdo 18% superior.

Atividade residual (%)

Figura 4. Estabilidade de diferentes derivados de tripsina frente a co-solventes. Inativacdo
realizada a 50°C pH 7,0 (tampao Tris 10 mM contendo 50% de dioxano). Ensaios realizados a

24°C pH 7,0. Glioxil pH 8,5 (); Glioxil pH 10,0 (®); IDA- glioxil (4).
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Figura 5. Estabilidade de diferentes derivados de tripsina frente a co-solventes. Inativagao
realizada a 40°C pH 7,0 (Tris 10 mM contendo 50% de dioxano). Ensaios realizados a 24°C
pH 7,0. BrCN (#); IDA-glioxil (A).

Ao comparar os derivados mais estaveis (glioxil pH 8,5 e pH 10) com o BrCN sob as
condic¢des de reacdo 50°C e pH 9 (Fig. 6), nota-se grande diferenca na atividade residual dos
derivados de tripsina por ligacdo multipontual (glioxil pH 8,5 e 10) e BrCN (unipontual)
tendo os primeiros em 500 horas (20 dias), uma atividade residual 80% maior. Nota-se
também que sob temperaturas mais baixas (50°C) do que as utilizadas anteriormente para a
realizacdo das provas de estabilidade (75°C), os dois derivados melhores possuem atividade

residual praticamente igual em 500 horas.
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Figura 6. Termoestabilidade de diferentes derivados de tripsina. Inativacdo realizada a 50°C
pH 9,0 (tampao bicarbonato de s6dio SmM). Glioxil pH 10,0 (#); Glioxil pH 8,0 (®); BrCN-

activated-sepharose (4&).

As amostras dos hidrolisados de uma solucdo de PGA (2mg/mL) pelos distintos
derivados observados pela eletroforese abaixo (Fig. 7), também revelaram resultados que
demonstram que, além de ser mais estavel, o derivado glioxil pH 8,5 também € o que melhor
hidrolisa esta proteina (coluna 5). O mesmo pode ser observado na hidrélise de um extrato de
E.coli (2mg/ml) utilizado como substrato para os mesmos derivados de tripsina (Fig. 8.).
Provavelmente a orientacdo da enzima frente ao suporte mantém o sitio de ligacdo bastante

exposto facilitando a entrada de grandes e pequenas proteinas existentes no extrato protéico.
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Figura 7. Anélise por SDS- PAGE (12%) dos hidrolisados de PGA comercial pelos diferentes
derivados. coluna 1. marcador de massa molar; coluna 2. PGA comercial (2mg/mL); coluna
3. hidrélise da PGA pelo derivado BrCN; coluna 4. hidrélise da PGA pelo derivado glioxil
pH 10,0; coluna 5. hidrélise da PGA pelo derivado glioxil pH 8,5. A reacdo foi realizada a

37°C. Amostras foram retiradas 24 horas apds o inicio da hidrolise.
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Figura 8. Andlise por SDS- PAGE (12%) dos hidrolisados de extrato de E. coli pelos
diferentes derivados. coluna I. marcador de massa molar; coluna 2. Extrato de E. coli
preparado (2mg/mL); coluna 3. hidrolise do extrato de E. coli pelo derivado BrCN; coluna 4.
hidrdlise do extrato de E. coli pelo derivado glioxil pH 10,0; coluna 5. hidrdlise do extrato de
E. coli pelo derivado glioxil pH 8,5. A reacdo foi realizada a 50°C, pH 9,0. Amostras foram

retiradas 24 horas ap0s o inicio da hidroélise.

Abaixo sdo demonstrados por eletroforese (Fig. 9) os resultados obtidos para a
hidrélise das proteinas do soro de queijo pelo derivado tripsina glioxil pH 8,5. Os resultados
mostram que as proteinas vao sendo hidrolisadas com o passar do tempo; porém, a soro
albumina bovina ainda apresenta-se presente, em menor propor¢cao que no inicio, na amostra
de 120 minutos de hidrdlise. A tripsina, por ser uma endopeptidase que hidrolisa ligacdes
peptidicas em que o residuo do lado carbonil € arginina ou lisina, se torna inespecifica para
outras ligacdes peptidicas e, portanto, ndo consegue hidrolisar completamente as proteinas do

soro de queijo. Haveria a necessidade para a hidrolise total, da presenca de outras proteases.
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Figura 9. Andlise por SDS- PAGE (12%) dos hidrolisados proteina do soro de queijo pelo
derivado tripsina glioxil pH 8,5 /. marcador de massa molar; coluna 2. soro de queijo bovino
(6bmg/mL); coluna 3. 30 minutes de hidrolise; coluna 4. 60 minutos de hidrdlise; coluna 5.

120 minutos de hidrélise. A reacdo foi realizada em pH 9,0 e a 50°C.

2. Derivados de pepsina

Abaixo sdo apresentados, a tabela de percentual de imobilizacdo e atividade
expressada dos derivados de pepsina (glioxil pH 10, amino-glioxil e BrCN) (Tabela 2) e a
eletroforese dos derivados de pepsina (Fig. 10) respectivamente. Nota-se pela tabela que o
maior percentual de pepsina foi imobilizado no suporte amino-glioxil seguido do suporte
BrCN. A imobilizacdo em amino-glioxil € iniciada pela ligagao dos grupamentos carboxilicos
da enzima ao suporte em pH 7,0 e em seguida, ao elevar a pH 10, estabelecem-se mais
ligacdes enzima-suporte permitindo desta maneira uma maior estabilidade do derivado
(ligagdo multipontual da enzima com o suporte). Como dito anteriormente, o suporte BrCN,
devido as condigdes de reagdo, permite somente ligacdo unipontual da enzima com o suporte.

Ja o suporte glioxil pH 10 permite ligacdes multipontuais, porém, a enzima se liga ao suporte



pela zona mais rica em lisinas. De acordo com a atividade expressada, que € definida pela
razdo entre a atividade esperada e atividade observada, o derivado amino-glioxil e o derivado

BrCN sdo os que apresentam melhor atividade.

A pepsina, por possuir um pH 6timo em torno de 2, possui maior quantidade de grupos
ionizdveis em pH mais dcido. Isto pode explicar porque a enzima se liga em maior propor¢ao
em suportes amino-glioxil e BrCN, cujo meios de reagdo se dao em pHs 7,0 e 2,0

respectivamente.

A eletroforese (Fig. 10) nos d4 um panorama das distintas ligacdes da pepsina sobre os
suportes. O derivado que aparenta possuir maior estabilidade € o derivado amino-glioxil, pois
apresenta um menor nimero de bandas de proteina dessorvidas do suporte observados por

SDS- PAGE (coluna 4).

Tabela 2. Percentual de pepsina imobilizada nos suportes

Suporte (%) Imobilizacdo Atividade expresada (%)
BrCN 35 100
Glioxil pH 10.0 10 45
Amino-Glioxil 49 90
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Figura 10. Analise por SDS- PAGE (12%) da adsorc¢do da pepsina comercial em diferentes
suportes. coluna 1. marcador de massa molar; coluna 2. derivado pepsina BrCN; coluna 3.

derivado pepsina glioxil pH 10; coluna 4. derivado pepsina amino-glioxil.

As figuras 11 e 12 apresentam os resultados obtidos a respeito da atividade hidrolitica
dos derivados de pepsina frente as proteinas do soro de queijo. Nota-se pelo grifico que, logo
nos primeiros 30 minutos de reacdo, a hidrélise pelos distintos derivados € bastante diversa. O
derivado amino-glioxil hidrolisa praticamente 65% do substrato e, em 24 horas (1440
minutos), pequeno aumento na atividade hidrolitica € observado (acréscimo de 5%). O mesmo
pode ser observado pela eletroforese. O derivado glioxil pH 10 aos 30 minutos de reag¢do
hidrolisa aproximadamente 18% das proteinas e em 24 horas apresenta um acréscimo de 10%
na hidrdlise. E por fim, ao observar os resultados obtidos com o derivado BrCN, nota-se que
houve pequena protedlise aos 30 minutos de rea¢do (aproximadamente 5%) porém, ao final de
24 horas, o total de proteinas hidrolisadas apresenta-se 5% superior em relagdo ao resultado
obtido da protedlise pelo derivado glioxil pH 10. A eletroforese correspondente (Fig. 12)
apresenta os mesmos resultados obtidos no grafico. Isto significa que provavelmente a
orientagdo da pepsina sobre o suporte amino-glioxil permite boa exposicao do sitio de ligagao,

favorecendo dessa maneira a hidrélise de pequenas e grandes proteinas do soro de queijo.
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Figura 11. Atividade hidrolitica de diferentes derivados de pepsina preparados. Reacgdo
realizada em presenca de proteinas do soro de queijo bovino (6mg/mL) a 40°C, pH 3,0

(Tampao acetato de sédio SOmM). Glioxil pH 10,0 (®); Amino-glioxil (®); BrCN (4A).
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Figura 12. SDS-PAGE 12% das proteinas do soro de queijo (6mg/mL) por distintos derivados
de pepsina. coluna 1. marcador de massa molar; coluna 2. soro de queijo bovino (6mg/mL);
coluna 3. 30 minutos de hidrdlise por derivado BrCN; coluna 4. 24 horas de hidrélise por
derivado BrCN; coluna 5. 30 minutos de hidrdlise por derivado glioxil pH 10,0. coluna 6. 24
horas de hidrélise por derivado glioxil pH 10,0. coluna 7. 30 minutos de hidrélise por
derivado amino-glioxil. coluna 8. 24 horas de hidrélise por derivado amino-glioxil. As

reacOes foram realizadas em pH 3,0 a 40°C.

O gréfico abaixo (Fig. 13) compara a estabilidade dos derivados de pepsina amino-
glioxil e BrCN em 140 horas (aproximadamente 6 dias) em pH 3, 50°C. Em 50 horas de
reacdo (2 dias) os derivados apresentam grande diferenca na atividade residual. Enquanto o
derivado mais estdvel (amino-glioxil) possui atividade residual de 88%, o BrCN apresenta-se
com atividade residual 50% inferior. As demais horas subseqiientes ndo alteraram a atividade

de ambos.
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Figura 13. Estabilidade de diferentes derivados de pepsina. Inativagdo realizada em 50°C, pH
3,0 (tampao acetato de sédio SmM). Ensaio realizado em presenca de solucdo de soro de

queijo (6bmg/mL) a 40°C pH 3,0. Amino-glioxil (®); BrCN (4).

3. Analise dos hidrolisados das proteinas do soro de queijo pelos derivados pepsina

e tripsina

A andlise dos resultados obtidos com a dosagem de proteinas do soro de queijo
restantes do processo de hidrélise pela combinacido dos derivados pepsina e tripsina e tripsina
e pepsina (Fig. 14), revela que a primeira combinagdo (pepsina—tripsina), em um mesmo
tempo de hidrdlise (90 minutos) produz uma quantidade 2317% superior de hidrolisados
frente a segunda combinagdo (tripsina-pepsina). Esta diferenca se deve principalmente ao fato
de que a pepsina, sendo uma protease que hidrolisa ligacdes peptidicas entre os L-
aminodcidos com melhor acdo na tirosina e fenilalanina seguidas por 4cido glutdmico e
cisteina ou citina ou com maior rapidez entre aminodcidos aromaticos possui amplas zonas de
hidrdlise, enquanto a tripsina € especifica para ligagdes peptidicas em que o residuo do lado
carbonil € arginina ou lisina. O derivado pepsina atuando primariamente, libera varios
peptideos menores que depois sofrem acdo do derivado tripsina produzindo dessa maneira,
uma grande quantidade de aminodcidos e peptideos de cadeia pequena. Os mesmos resultados
podem ser observados pelos aminogramas e tabela de drea total de aminodcidos apresentados

em seqiiéncia (Figs. 15 e 16 e Tabela 3.).
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Figura 14. Atividade hidrolitica (%) da combinacdo dos derivados amino-glioxil pepsina e
glioxil pH 8,5 tripsina frente as proteinas do soro de queijo (bmg/mL). Ensaios realizados em
50°C, pH 3,0 inicial para derivado pepsina e pH 9,0 para derivado tripsina. Hidrolise iniciada
pelo derivado pepsina amino-glioxil (pH 3) e apdés 45 minutos, recuperado o derivado,
hidrdlise pelo derivado tripsina Glioxil pH 8,5 (reacdo em pH 9,0 por mais 45 minutos) (®);
Hidrdlise iniciada pelo derivado tripsina glioxil pH 8,5 (pH 9) e ap6s 45 minutos, recuperado
o derivado, hidrdlise pelo derivado pepsina amino-glioxil (reacdo em pH 3,0 por mais 45

minutos) (4). O tempo total de reacdo foi de 90 minutos.

Tabela 3. Area total de aminodcidos obtidos por andlise em HPLC (aminograma) dos

hidrolisados das proteinas do soro de queijo.

Hidrolisados Area total Aminozcidos
Proteinas do soro de queijo hidrolisadas por derivado 2.110.099
pepsina (45 minutos de reacdo) (Fig 2.)
Subsequente hidrélise das proteinas do soro de queijo, 62.813.852

hidrolisadas pelo derivado pepsina, agora pelo derivado
tripsina (90 minutos de reagdo) (Fig 3.)

Proteinas do soro de queijo hidrolisadas por derivado 2.339.457

tripsina (45 minutos de reacdo) (Fig 4.)

Subsequente hidrdlise das proteinas do soro de queijo, 2.710.165
hidrolisadas pelo derivado tripsina, agora pelo derivado
pepsina (90 minutos de reagdo) (Fig 5.)
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Figura 15. Aminograma do hidrolisado obtido pela a¢do do derivado pepsina amino-glioxil

em pH 3,0 50°C (45 minutos de reacdo) frente as proteinas do soro de queijo (6bmg/mL).

35 , . , ; , ; , . , . , ; 35

Volts

Tempo (minutos)

Figura 16. Aminograma do hidrolisado obtido pela acdo do derivado tripsina glioxil pH 8,5
em seqiiéncia a hidrdlise realizada pelo derivado pepsina (pH 9,0 50°C -90 minutos de reacio)

frente as proteinas do soro de queijo (bmg/mL).



Nota-se a partir das Figuras 15 e 16 e da Tabela 3. que, quando a hidrédlise das
proteinas do soro de queijo € iniciada pelo derivado pepsina, a drea de aminodcidos observada
€ pequena (2.110.099); porém, apds acdo do derivado tripsina a drea de aminodcidos aumenta
29 vezes sugerindo que nesta amostra, hd grande quantidade de aminodcidos. J4, ao analisar
as amostras de aminodcidos presentes nos hidrolisados iniciados pelo derivado tripsina
seguido do derivado pepsina (Figs. 17 e 18), nota-se uma area de 2.339.457 de aminoécidos
para os primeiros 45 minutos de reacdo seguido de um incremento de apenas 1,2 vezes na drea
total. Nesta amostra hda uma quantidade de area relativa a presenca de aminodcidos, 23 vezes

inferior a obtida na analise representada pela Fig 16.
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Figura 17. Aminograma do hidrolisado obtido pela a¢do do derivado tripsina glioxil pH 8,5

em pH 9,0 50°C (45 minutos de reacdo) frente as proteinas do soro de queijo (6bmg/mL).
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Figura 18. Aminograma do hidrolisado obtido pela a¢do do derivado pepsina amino-glioxil
em seqiiéncia a hidrolise realizada pelo derivado tripsina pH 3,0 50°C (90 minutos de reacio)

frente as proteinas do soro de queijo (6mg/mL).

A eletroforese apresentada abaixo (Fig 19.) reforca os resultados obtidos e
apresentados pela Tabela 3 e Figuras 15, 16, 17 e 18. Nota-se na coluna 3 (45 minutos de
hidrdlise pela pepsina) que ainda ha presenca de SBA (soro albumina bovina) na amostra
hidrolisada pelo derivado pepsina. J4 na coluna 4, nenhuma banda de proteina € observada
sugerindo que nesta amostra hd uma hidrdlise total das proteinas do soro em aminodcidos e
possiveis peptideos de pequena massa molar que niao foram hidrolisados pela a¢do dos
derivados de endopeptidases (pepsina- tripsina). As amostras representadas pelas colunas 5 e
6 revelam que em ambas as amostras ainda hd a presenca de proteinas do soro ndo

hidrolisadas.
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Figura 19. SDS-PAGE 12% do produto de hidrélise das proteinas do soro de queijo
(6bmg/mL) pela combinagdo dos derivados de pepsina e tripsina. coluna 1. marcador de massa
molar; coluna 2. soro de queijo bovino (6bmg/mL); coluna 3. 45 minutos de hidrdlise pelo
derivado amino-glioxil pepsina; coluna 4. 90 minutos de hidrélise pelo derivado glioxil pH
8,5 tripsina; coluna 5. 45 minutos de hidrélise pelo derivado glioxil pH 8,5 tripsina. coluna 6.

90 minutos de hidrdlise pelo derivado amino-glioxil pepsina.



CONCLUSAO

CAPITULO 1

- Cinco diferentes hidrolisados foram obtidos pela hidrélise das proteinas do soro de queijo
pelas enzimas soldveis pepsina, tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase;

- A temperatura que mais favoreceu a hidrdlise das proteinas do soro foi a de 50°C;

- A adi¢do das enzimas em tempos diferentes de reagdo também favoreceu o grau de hidrélise;
- Os hidrolisados obtidos no tempo de 120 minutos de reacdo tiveram um grau de hidrolise
superior em comparacao aos hidrolisados obtidos no tempo de 40 minutos de reacao;

- Os melhores hidrolisados foram aqueles obtidos por hidrdlise sob as condi¢des 5 (2,55 U
totais de aa em 120 minutos) e 3 (1,63 U totais de aa em 120 minutos) respectivamente;

- O hidrolisado obtido sob a condi¢do 3 apresentou quantidade consideravel de peptideos de
pequeno tamanho (oligo, di e tripeptideos) quando comparado ao hidrolisado obtido sob a
condi¢do 5, que continha maior quantidade de aminodcidos;

- Nenhuma das condi¢des a que foi submetido o soro de queijo foi capaz de produzir 100% de

aminoacidos livres.

CAPITULO 2

- Todos os animais submetidos a suplementacdo com as proteinas e hidrolisados do soro de
queijo bovino apresentaram aumento significativo na massa muscular e massa dssea em
relacdo ao controle em p<0.05;

- O grupo suplementado com as proteinas parcialmente hidrolisadas (G3) foi o que obteve
maior aumento na massa muscular e massa dssea, diferindo significativamente dos outros dois
grupos suplementados com proteinas sem hidrélise (G2) e com maior teor de aminodcidos
(G4) respectivamente;

- O grupo 3 foi o que apresentou a menor dosagem de triglicerideos, inclusive em relagdo ao
controle, apesar de ndo diferir significativamente deste grupo. Houve diferenca significativa
na dosagem de triglicerideos do grupo 3 em relacdo ao grupo 4;

- O cdélcio sérico do grupo 3 foi significativamente maior em relagdo ao grupo controle e
grupo 4, sugerindo maior biodisponibilidade desse mineral ao organismo para utilizacdo na

construcdo de massa Ossea.



CAPITULO 3

- Derivados de pepsina e tripsina estdveis foram obtidos apds vérios ensaios de imobilizacdo
dessas enzimas sob diferentes suportes;

- O derivado de tripsina mais estavel foi o imobilizado sob agarose com funcionalizagdo
glioxil em pH inicial de 8,5 (tampao bicarbonato de sédio 100mM), seguido de fortalecimento
das unides estaveis em pH 10,0 (tampao bicarbonato de s6dio);

- A atividade expressada do derivado tripsina glioxil pH 8,5 foi de 100%; atividade residual
de 65% em pH 7,0 (tampao fosfato de sédio SmM) a 75°C por 16 horas; atividade residual de
80% a 40°C, pH 7,0 por 6 horas frente a um contetido de 50% de dioxano e atividade residual
de 98% a 50°C, pH 9,0 (tampao bicarbonato de sédio SmM) por 500h (20 dias);

- O derivado tripsina glioxil pH 8,5 também foi o que melhor hidrolisou uma solucao
comercial de PGA (2mg/mL) e extrato de E.coli (2mg/mL) em 50°C pH 9,0 e em 120 minutos
de reagdo hidrolisou todas as pequenas proteinas do soro de queijo restando somente a SBA
(soro albumina);

- O derivado de pepsina mais estdvel foi o imobilizado sob agarose com funcionalizacio
amino e glioxil em pH inicial de 7,0 (tampdo fosfato de so6dio 50mM), seguido de
fortalecimento das ligacdes em pH 10,0 (tampao bicarbonato de s6dio 100mM);

- A atividade expressada do derivado pepsina amino-glioxil foi de 90%; atividade residual de
90% em pH 3,0 (tampao acetato de sédio 5 mM) a 50°C por 140 horas (5 dias);

- Este derivado de pepsina também foi o que produziu maior quantidade de hidrolisados do
soro de queijo (70%) em 1400 minutos a 40°C em pH 3,0;

- A hidrdlise das proteinas do soro de queijo pelo melhor derivado pepsina (amino-glioxil) a
50°C pH 3,0 por 40 minutos, seguido da adi¢ao do melhor derivado tripsina (glioxil pH 8,5)
sob mesma temperatura em pH 9,0 por mais 40 minutos, produziu uma drea total de
aminodcidos de 62.813.852 observado por CLAE, sugerindo hidrélise praticamente total das

proteinas do soro até aminodcidos nesta amostra.



ANEXO
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